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Referat: Ein durch „Ca2+ Release Activated Ca2+ (CRAC)“-Kanal vermittelter Ca2+-
Einstrom ist unverzichtbar für die vollständige Aktivierung von T-Zellen und eine 
produktive Immunantwort. Im Jahr 2006 führte die Entdeckung des transmembra-
nen Proteins Orai1, einer porenbildenden Untereinheit des CRAC-Kanals, zu ei-
nem besseren Verständnis dieses Signalweges. Eine Mutation in Orai1 hat durch 
die Aufhebung der CRAC-Kanal Funktion eine schwere kombinierte Immundefi-
zienz (SCID) zur Folge (Feske, S. et al. 2006). Die im Rahmen dieser Arbeit prä-
sentierten Experimente hatten die nähere Erforschung der Rolle von Orai1 in Be-
zug auf die Aktivierung und Entwicklung von Lymphozyten sowie auf die pathoge-
netische Bedeutung für humane Immundefektsyndrome zum Ziel. So konnte hier 
durch das Sequenzieren genomischer DNA mehrerer SCID-Patienten eine neue 
Mutation in Orai1 aufgedeckt werden. Mithilfe intrazellulärer Durchflusszytometrie 
und Real-Time-PCR gelang es, die Expression von Orai1 auf humanen und muri-
nen Immunzellen, einschließlich T- und B-Lymphozyten, nachzuweisen. Darüber 
hinaus wurden Orai1 „knock-in“ Mäuse analysiert, welche transgen für eine bei 
zwei SCID-Patienten gefundene Mutation (R91W) (Feske, S. et al. 2006) sind. Da-
durch war es möglich die Funktion von Orai1 und die des CRAC-Kanal vermittelten 
Ca2+-Einstroms für die Entwicklung und Aktivierung von Lymphozyten zu analysie-
ren. Diese transgenen Mäuse stellen das zu diesem Zeitpunkt erste Tiermodell dar, 
mit dessen Hilfe die Rolle von CRAC-Kanälen in vivo studiert werden kann.  
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1.1 Lymphozyten-Aktivierung             
1.1.1 Funktion von Ca2+-Signalen in Lymphozyten 
In der Literatur wurden Ca2+-Signale in verschiedensten Zellen des Immunsystems 
beschrieben. Dazu gehören T- und B-Zellen, Natürliche Killerzellen (NK Zellen), 
dendritische Zellen, Mastzellen, Monozyten und Makrophagen, in denen die Ca2+-
Signale zur Zellaktivierung, Effektorfunktion, Genexpression oder Differenzierung 
beitragen (Feske, S. 2007). Insbesondere in T- und B-Lymphozyten stellt der Me-
chanismus des „store-operated Ca2+ entry (SOCE)“ durch „Ca2+ release activated 
Ca2+ (CRAC)“-Kanäle den bedeutendsten Signalweg dar, um einen Anstieg der 
intrazellulären Ca2+- Konzentration ([Ca2+]i) zu erreichen (Lewis, R. S. 2001a, 
Prakriya, M. und  Lewis, R. S. 2003, Parekh, A. B. und Putney Jr., J. W. 2005). 
Ca2+-Signalen wurde bereits vor vier Jahrzehnten eine große Bedeutung für die 
RNA Synthese und die mitotische Zell-Teilung von Leukozyten zugeschrieben 
(Whitfield, J. F. et al. 1968, Asherson, G. L. et al. 1970, Feske, S. 2007a). Später 
folgten Analysen mutierter T-Zellen, welche unzulänglichen T-Zell-Rezeptor vermit-
telten Ca2+-Einstrom aufwiesen. Diese resultierten in vitro in einer beeinträchtigten 
Interleukin 2-Produktion (Weiss, A. et al.1984) sowie in vivo in einer verminderten 
Immunantwort (Partiseti, M. et al. 1994a, Feske, S. et al. 2005). Seither wird die 
Rolle von Ca2+ für die T-Zell-Aktivierung sehr detailliert studiert. Dabei kommt der 
Stärke und Länge des Ca2+-Signals, zusammen mit anderen Signalwegen, eine 
große Bedeutung in der T-Zell-Aktivierung zu. Man kann daher zwischen den lang-
fristigen und kurzfristigen Effekten des Ca2+-Einstroms unterscheiden (Feske, S. 
2007). Zu den kurzfristigen Wirkungen des Ca2+-Signals zählen die Regulierung 
der Lymphozyten-Motilität und die Bildung der „immunologischen Synapse“. Durch 
den Anstieg der [Ca2+]i kommt es durch eine Art „Stopp-Signal“ zu einer reduzierten 
Mobilität der Lymphozyten. Dadurch kann die Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen 
und antigen-präsentierenden Zellen (APC) sowie die zwischen CD8+ zytotoxischen 
T-Zellen und ihren Zielzellen aufrecht gehalten werden (Negulescu, P. A. et al. 
1996, Delon, J. et al. 1998a, Bhakta, N. R. et al. 2005a). Ca2+ abhängige transkrip-
tionale Antworten bilden das langfristige Resultat der T- und B-Zell-Aktivierung, da 





bestimmen neben den Effektorfunktionen von Lymphozyten auch die Regulation 
eines Stadiums der Unempfänglichkeit („Anergie“), die Differenzierung von naiven 
T-Zellen in Th1 oder Th2 Zellen (T-Helferzellen) sowie die Entwicklung von unreifen 
T-Zellen. Die Ca2+-abhängige Genexpression setzt einen anhaltenden Anstieg der 
[Ca2+]i für mehrere Stunden voraus. Diese Ca2+-Signale resultieren in der Aktivie-
rung von Transkriptionsfaktoren wie CREB (cAMP response element-binding prote-
in), MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2) und NFAT (nuclear factor of activated T-
cells). Der wahrscheinlich am intensivsten untersuchte Signalweg als Antwort auf 
einen intrazellulären Ca2+-Anstieg in T-Zellen beinhaltet die Phosphatase Calcineu-
rin, welche NFAT dephosphoryliert und somit zu seiner nukleären Translokation 
führt (Feske, S. et al. 2003., Hogan, P. G. et al. 2003, Macian, F. 2005, Feske, S. 
2007a). 
Die Rolle von Ca2+-Signalen für die Lymphozyten-Entwicklung ist weniger klar defi-
niert (Feske, S. 2007). Verschiedene Anzeichen unterstützen jedoch eine potentiel-
le Funktion des Ca2+-Einstroms für die T-Zell-Entwicklung. So führt z.B. die Bin-
dung des Prä-T-Zell-Rezeptors (pre-TCR), welcher auf der Oberfläche von CD4-
CD8- Doppelt-Negativen (DN) Thymozyten exprimiert wird, zu einem Anstieg der 
[Ca2+]i. Dieser Anstieg trägt wahrscheinlich zum Übergang unreifer Thymozyten 
vom DN zum CD4+CD8+ Doppelt-Positivem (DP) Stadium bei (von Boehmer, H. 
und Fehling, H. J. 1997a). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die positive Se-
lektion von T-Zellen abhängig von Ca2+-Oszillationen ist. Die Charakteristik der 
Ca2+-Signale könnte einen wichtigen Beitrag für die spezifischen transkriptionalen 
Antworten, welche zur positiven oder negativen Selektion von Thymozyten im 
Thymus führen, leisten (Bhakta, N. R. und Lewis, R. S. 2005b). In diesem Zusam-
menhang konnte deutlich gemacht werden, dass ein Anstieg der [Ca2+]i die Thy-
mozyten Migration im Thymus stoppt. Die durch die Ca2+-Oszillationen hervorgeru-
fene Reduktion der Zell-Motilität scheint dabei eine wichtige Rolle für eine verlän-
gerte produktive Interaktion von Thymozyten mit Stroma-Zellen zu spielen (Bhakta, 
N. R. et al. 2005a).  
Zusammengefasst beteiligen sich Ca2+-Signale in Lymphozyten nicht nur an einer 
Vielzahl von Effektorfunktionen, sondern auch an Entscheidungen über Zell-
Schicksale. Infolgedessen resultiert abnormaler Ca2+-Einstrom in Zellen des Im-
munsystems in einer Anzahl von Immundefekten und autoimmunen Funktionsstö-





1.1.2 Immunrezeptor-Signalwege und SOCE 
Die hauptsächlichen intrazellulären Signalwege, welche einen Anstieg der [Ca2+]i 
hervorrufen (siehe auch Anhang 1), werden praktisch von allen Zelltypen des Im-
munsystems geteilt. Die Bindung von Antigen an Immunrezeptoren, wie den T- und 
B-Zell-Rezeptor (TCR, BCR), Fcγ-Rezeptoren (FcγR) auf NK-Zellen, Monozyten 
oder Makrophagen und Fcε-Rezeptoren (FcεR) auf Mastzellen, führt, durch die 
Aktivierung verschiedener Stufen von Proteinkinasen, zu einer Aktivierung von 
Phosholipase C (PLC), PLCγ1 in T-Zellen und Mastzellen, und PLCy2 in B-Zellen 
(van Leeuwen, J. E. und Samelson, L. E. 1999a, Kurosaki, T. et al. 2000a, Lucas, 
J. A. et al. 2003a). Die daraus resultierende Hydrolyse von Phosphatidylinositol 
(3,4)-bisphosphat (PIP2) zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol 1,4,5-Trisphosphat 
(IP3) führt zur Bindung von IP3 an den IP3-Rezeptor (IP3R), welcher selber einen 
Ca2+ permeablen Ionen-Kanal darstellt. Durch diese Bindung kommt es zur Frei-
lassung von Ca2+ aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Abb. 1-1; Feske, 







Wegen der relativ kleinen Größe des ER in Lymphozyten resultiert die Freilassung 
von Ca2+ aus den Speichern nur in einem mäßigen und vorübergehenden Anstieg 
der [Ca2+]i (Feske, S. 2007). Von großer Bedeutung ist jedoch, dass das Absinken 
der Ca2+-Konzentration im ER ([Ca2+]ER) die Aktivierung des SOCE-Signalweges 
veranlasst. Diese ruft die Öffnung von „store-operated Ca2+-Kanälen (SOCC)“ in 
der Plasmamembran hervor, von welchen zum jetzigen Zeitpunkt nur der CRAC-
Kanal bekannt ist. SOCE- und CRAC-Kanäle befinden sich in vielen Zellarten des 
Immunsystems, zu denen T-Zellen, B-Zellen, dentritische Zellen und Mastzellen 
gehören. Dies es ist wohl der wichtigste Mechanismus um Ca2+-Signale zu erzeu-
Abb.  1-1: SOCE in T-Zellen  
Darstellung von SOCE durch CRAC-Kanäle. Nach der Stimulierung einer ruhenden Zelle durch den 
TCR regen Proteintyrosinkinasen (PTK) wie lck und ZAP-70 die Phosphorylierung von Adaptorpoteinen 
(SLP-76, LAT) an. Dies führt zur Rekrutierung und Aktivierung der Tec Kinase Itk und PLCγ. Auf ähnli-
che Weise kommt es bei einer Bindung von G-Protein-gekoppelten Chemokinrezeptoren zu einer Akti-
vierung von PLCβ. PLCβ und PLCγ katalysieren die Hydrolyse von membranständigem PIP2 zu IP3 
und DAG. IP3 bindet an IP3R und öffnet diesen, was zu einer Entleerung von Ca2+ Speichern des ER 
führt. Ein Absinken der [Ca2+]ER wird durch das „stromal interaction molecule (STIM) 1“ wahrgenommen, 
welches den CRAC-Kanal in der Plasmamembran aktiviert. Ca2+-Einstrom durch den CRAC-Kanal und 
die erhöhte [Ca2+]i  aktivieren Ca2+-abhängige Enzyme wie Calcineurin und dadurch Transkriptionsfakto-
ren wie NFAT, NF- κB und CREB. 
RyR, ryanodine receptor; cADPR, cyclic ADP ribose; die gelben Kreise stellen Phosphorylierungen dar. 































[Ca2+]o ≈ 10-3 M
[Ca2+]i ≈ 10-7 M (resting)
≈ 10-6 M (activated)





























gen (Hoth, M. und Penner, R. 1992, Zweifach, A. und Lewis, R. S. 1993, Prakriya, 
M. und Lewis, R. S. 2001, Feske, S. 2007a). In der Vergangenheit wurden mehrere 
Signalwege für Ca2+-Einstrom in Lymphozyten aufgezeigt. Die Mehrheit der expe-
rimentellen Ergebnisse zeigte jedoch eine vorherrschende Rolle des CRAC-Kanals 
in T- und B-Zellen. Diese Annahme wird durch den schweren Defekt in SOCE und 
der Lymphozyten-Aktivierung bei immundefizienten Patienten bekräftigt (Partiseti, 
M. et al. 1994a, Le Deist, F. et al.1995a, Feske, S. et al. 2005). Vor über 15 Jahren 
wurden CRAC-Kanäle erstmals in Mastzellen (Hoth, M. und Penner, R. 1992) und 
T-Zellen (Lewis, R. S. und Cahalan, M. D. 1989) beschrieben. Trotz der sorgfälti-
gen Studie dieser Kanäle blieb ihre molekulare Identität für beinahe zwei Jahrzehn-
te ein Rätsel (Lewis, R. S. 2001a, Prakriya, M. und  Lewis, R. S. 2003, Parekh, A. 
B. und Putney Jr., J. W. 2005). Vor allem der Mechanismus, wie die Entleerung 
intrazellulärer Ca2+-Speicher die Aktivierung des CRAC-Kanals reguliert, blieb ein 
Geheimnis (Feske, S. 2007a, Gwack, Y. et al. 2007b). Das Verständnis dieses Vor-
ganges hat sich mit der Identifizierung des „stromal interaction molecules (STIM)“ 
dramatisch geändert (Roos, J. et al. 2005, Zhang, S. L. et al. 2005a, Liou, J. et al. 
2005). STIM1 ist ein einzelnes transmembranes Protein, welches im ER und in der 
Plasmamembran lokalisiert ist. Der exakte Mechanismus, wie STIM1 CRAC-
Kanäle aktiviert, ist bis heute noch nicht völlig aufgeklärt (Feske, S. 2007). Jedoch 
wird diesem Protein eine Rolle als „Fühler“ der [Ca2+]ER vorhergesagt (Liou, J. et al. 
2005). 
Vermutlich verwenden T- und B-Zellen auch eine Vielzahl anderer Mechanismen, 
um die [Ca2+]i zu regulieren. Der Ein- und Ausstrom von Ca2+ über die Plasma-
membran wird auch durch gewöhnliche K+-Kanäle sowie durch Ca2+-Pumpen in 











1.1.3 Orai: Lokalisation und Funktion 
Orai1, auch CRACM1 oder TMEM142A genannt, ist ein erst kürzlich entdecktes  
transmembranes Protein, welches eine porenformende Untereinheit des CRAC-
Kanals darstellt (Prakriya, M. et al. 2006a, Vig, M. et al. 2006b). In der griechischen 
Mythologie handelt es sich bei den Orai um die Wächter der Himmelspforten 
(Feske, S. et al. 2006). Während Orai1 in der Plasmamembran lokalisiert ist, befin-
det sich STIM1 vorwiegend im ER. Orai1 beinhaltet vier transmembrane Segmente 
(Abb. 1-2) und ist sowohl für SOCE, als auch für die Funktion des CRAC-Kanals, 
äußerst wichtig. Eine Mutation von Orai1 hebt SOCE und die Funktion des CRAC-
Kanals auf und verursacht dadurch eine schwere kombinierte Immundefizienz 
(SCID) (Feske, S. et al. 2006). Die Komplementierung von SCID-T-Zellen und 
Fibroblasten mit Wildtyp-Orai1 kann „store-operated“ Ca2+-Einstrom sowie die 
Funktion des CRAC-Kanals wiederherstellen (Feske, S. et al. 2006). Orai1 wurde 
durch zwei unabhängige genetische Vorangehensweisen identifiziert: (a) durch 
eine modifizierte Gen-Kopplungsanalyse, um das Gen zu identifizieren, welches in 
SCID-Patienten mutiert ist, (b) durch eine genomweite RNA-Interferenz-Analyse in 
Zellen von Drosophila melanogaster, um die Regulierung von SOCE und NFAT zu 
ermitteln (Feske, S. et al. 2006, Gwack, Y. et al. 2006, Vig, M. et al. 2006a, Zhang, 
S. L. et al. 2006).  
 
 
Abb.  1-2: Architektur von Orai1 
Aufbau von Orai1. Zu erkennen sind die vier transmembranen Segmente (M1-M4) und intrazelluläre N- 
und C-Termini von Orai1. In blau dargestellt sind 2 erhaltene Glutamat-Reste (E) und 3 Aspartat-Reste 
(D). Diese werden mit der Ca2+-Permeabilität des CRAC-Kanals in Zusammenhang gebracht 
(Prakriya, M. et al. 2006a, Vig, M. et al. 2006b, Yeromin, A. V. et al. 2006)  



























Beim Menschen ist Orai1 auf Chromosom 12q24 lokalisiert (Feske, S. et al. 2006). 
Orai1 hat seine vierfach transmembrane Struktur mit zwei verwandten Paralogen, 
Orai2 (auf Chromosom 7q22.1) und Orai3 (auf Chromosom 16p11.2), gemein 
(Feske, S. 2007). Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass Orai2 und   
Orai3 selbst einen Ionenkanal bilden oder die Aktivierung und Bildung von Orai1 
enthaltenen CRAC-Kanälen unterstützen (Mercer, J. C. et al. 2006, Gwack, Y. et 
al. 2007a). Des Weiteren beschrieb Gwack et al. 2007, dass die Überexpression 
von Orai3, jedoch nicht die von Orai2, den Ca2+-Einstrom in CRAC-defizienten     
T-Zellen von SCID-Patienten teilweise wiederherstellen kann. Analog zu diesen 
Beschreibungen stellte Mercer et al. 2006 dar, dass Orai3 den Ca2+-Einstrom in 
Zellen, in denen die Genexpression von Orai1 durch RNA-Interferenz gehemmt 
wurde, retten kann.   
 
   
1.2 Severe combined immune deficiency (SCID) 
1.2.1 Definition, Vererbung und Pathogenese 
Die schwere kombinierte Immundefizienz (SCID) ist eine Gruppe kongenitaler 
Funktionsstörungen des Immunsystems, welche durch eine fehlgeschlagene oder 
beeinträchtigte Entwicklung und/oder Funktion von T- und B-Zellen verursacht wird 
(Fischer, A. 2001a). SCID wurde erstmals vor über 50 Jahren von einer Schweizer 
Arbeitsgruppe beschrieben (Glanzmann, E. und Riniker, P. 1950). Kinder, welche 
an dieser Erkrankung litten, zeigten eine hochgradige Lymphopenie und starben 
bereits während ihres ersten oder zweiten Lebensjahres an zahlreichen Infektio-
nen. In vielen Familien zeigte sich ein X-chromosomal-rezessiver Erbgang, wohin-
gegen bei anderen betroffenen Familien eine autosomal-rezessive Vererbung vor-
lag. Die zuerst festgestellte Ursache dieses Leidens, die Adenosin Deaminase De-
fizienz (ADA), wurde 1972 veröffentlicht (Giblett, E. R. et al. 1972). Erst 21 Jahre 
später konnte die zweite fundamentale Ursache dieser Erkrankung gefunden wer-
den. Hierbei handelte es sich um die molekulare Grundlage der „X-linked Severe 
combined immune deficiency“ (Noguchi, M. et al. 1993a, Puck, J. M. et al. 1993a), 
die durch Mutationen in der „common gamma chain (γc)“, welche sich Zelloberflä-





IL-21) teilen, charakterisiert ist. Seither konnten bemerkenswerte Fortschritte in der 
Erklärung weiterer zahlreicher Ursachen dieses Syndroms erzielt werden. SCID ist 
Teil einer größeren Gruppe vererbbarer primärer immundefizienter Funktionsstö-
rungen (PID, Anhang 2), welche durch Mutationen in über zehn verschiedenen 
Genen (Tabelle1) verursacht werden können (Feske, S. 2007). Diese kodieren für 
verschiedene Komponenten des Immunsystems, wie z.B. für Zytokin Rezeptor Ket-
ten, für Signalmoleküle sowie für Moleküle, die für die Antigen-Rezeptor Entwick-
lung benötigt werden oder im Falle der Adenosin Deaminase für ein Enzym, das für 
den „Salvage Pathway“ von Purinen von Bedeutung ist. Dies führt zu verschieden-
artigsten Ausmaßen einer beeinträchtigten Entwicklung und Funktion von T-, B- 
und NK-Zellen (Buckley, R. H. 2004a, Notarangelo, L. et al. 2004). Die Prävalenz 
dieses seltenen Syndroms wird auf 1:100.000 geschätzt (Fischer, A. 2001a). In der 
Familienanamnese findet sich häufig eine Blutsverwandtschaft, die je nach kollektiv 
mit 20-50% angegeben wird (Peter, H. H. 1991).  
 
relative Häufigkeit 
(Buckley, R. H. 2004a)
Adenosine Deaminase Deficiency T-B-NK- ADA (20q13.11) ~17%
(Giblett, E. R. et al. 1972)
Common Gamma Chain Deficiency T-B+NK- γc (Xq13.1) ~46%
(Noguchi, M. et al. 1993a, Puck, J. M. et al. 1993a)
Janus Kinase 3 Deficiency T-B+NK- JAK-3 (19p13.11) ~7%
(Russel, S. M. et al. 1995a)
IL-7 Receptor Alpha Chain Deficiency T-B+NK+ IL-7Rα (5p13) ~10%
(Puel, A. et al. 1998a)
Recombinase-Activating Gene Deficiency T-B-NK+ RAG1/RAG2 (11p13) ~3,4%
(Schwarz, K. 1996a)
CD3γ Chain Deficiency (T-)B+NK+ CD3γ (11q23) ~0,6%
(Arnaiz-Villena, A. et al. 1992a)
CD3ε Chain Deficiency (T-)B+NK+ CD3ε (11q23) ~0,6%
(Soudais, C. et al. 1993a)
CD3δ Chain Deficiency T-B+NK+ CD3δ (11q23) ~0,6%
(Dadi, H. et al. 2003)
CD45 Deficiency T-B+NK- CD45 (1q31-32) keine Angaben 
(Kung, C. et al. 2000)
Artemis Deficiency T-B-NK+ Artemis (10p13) ~1,2%
(Moshous, D.  et al. 2001)
"Orai1 Deficincy" defekte Lymphozytenaktivierung TMEM142A (12q24) keine Angaben 
(Feske, S. et al. 2006) T+B+NK+











1.2.2 SCID und Orai1         
Orai1 konnte durch die Untersuchung einer kleinen Kohorte von Patienten mit 
SCID, welche durch einen defekten SOCE in ihren T-Zellen charakterisiert war, 
identifiziert werden (Feske, S. et al. 2006). Eine Mutation, die zu einem Aminosäu-
renaustausch (R91W) in der ersten transmembranen Domäne von Orai1 führt 
(2.1.1), ist für die komplette Aufhebung der CRAC-Kanal-Aktivität in den T-Zellen 
dieser Patienten verantwortlich. Ein ähnlicher Defekt in SOCE und der Funktion 
des CRAC-Kanals wurde bei zwei weiteren Patienten mit SCID beobachtet. Ihre 
molekularen Defekte konnten jedoch bis heute noch nicht beschrieben werden 
(Partiseti, M. 1994a, Le Deist, F. et al.1995a). Bei SCID-Patienten, deren Erkran-
kung durch Mutationen in Orai1 bedingt ist, sind T-und B-Zellen in einer normalen 
Anzahl vorhanden. Diese Tatsache deutet daraufhin, dass Orai1 eine unwesentli-
che Rolle bei der Lymphozytenentwicklung spielt (Feske, S. et al. 1996). Allerdings 
war, durch den Mangel an SOCE bei diesen Patienten, die T-Zell-Proliferation, die 
Expression von Zytokinen, wozu IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ und TNF-α gehören, und 
die Antikörper-Antwort auf T-Zell-abhängige Antigene beeinträchtigt (Partiseti, M. 
et al. 1994a, Le Deist, F. et al. 1995a, Feske, S. et al. 1996). Der funktionale De-
fekt betrifft nicht nur T-Zellen, sondern auch B-Zellen (Feske, S. et al. 2001), 
Fibroblasten (Feske, S. et al. 1996), Neutrophile und bei einem der SCID-Patienten 
sogar Thrombozyten (Le Deist, F. et al. 1995a). Die extra-immunologischen Folgen 
der R91W Mutation in Orai1 sind eine non-progressive muskuläre Dysplasie und 
eine hypohidrotische ectodermale Dysplasie (HED) (2.1.1). Dies deutet auf eine 
potentielle Rolle von Orai1 im Skelettmuskel und in von Ektoderm abgeleiteten 




Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zur Erforschung eines der wichtigsten Sig-
nalwege zur Aktivierung von T-Zellen zu leisten: „Store-operated Ca2+ entry“ durch 
CRAC-Kanäle. Zur Realisierung dieses Vorhabens lassen sich drei zentrale Ab-
sichten definieren: (I) Erforschung potentieller neuer Mutationen in Orai1, Orai2 
und Orai3 bei SCID-Patienten mit unbekanntem molekularem Defekt sowie die 





Patienten mit unterschiedlichem Phenotyp; (II) Charakterisierung von Expressions-
Niveaus von Orai1 in murinen und humanen Immunzellen; (III) in vivo Analyse der 
Rolle von Orai1 für die Entwicklung und Aktivierung von T- und B-Lymphozyten 
anhand von transgenen Orai1 Mäusen. Die experimentelle Durchführung dieser 
drei Ziele im Rahmen dieser Arbeit soll zu einem besseren Verständnis der Funkti-
on von Orai1 für die Aktivierung von Immunzellen beitragen. Eine eventuelle Inhibi-
tion der Orai1 Funktion, speziell in T-Zellen, könnte in der Zukunft eine erfolgver-
sprechende Strategie in der Behandlung autoimmuner Erkrankungen sowie der 
Prävention von Transplantat-Abstoßungen sein.  




2 Material und Methoden 
Alle im Folgenden aufgeführten Materialien und Methoden dienten als Grundlage 




2.1.1 Fallbeschreibung von SCID-EDAM 
Eine detaillierte Darstellung der beiden folgenden Patienten mit dem klinischen 
Erscheinungsbild einer hypohidrotischen ektodermalen Dysplasie mit Immundefi-
zienz und kongenitaler Myopathie ist in der Literatur bereits mehrfach beschrieben 
worden (Feske, S. et al. 1996, Feske, S. et al. 2000). Bei den beiden Patienten 
handelte es sich um Brüder blutsverwandter Eltern, bei welchen bereits im Alter 
von zwei Monaten eine ungewöhnliche Form der kombinierten Immundefizienz  
diagnostiziert wurde. Der ältere Bruder verstarb bereits früh an einer gastrointesti-
nalen Sepsis. Der jüngere Bruder hingegen überlebte mittels einer intravenösen 
Therapie mit rekombinantem humanem IL-2 (rhIL-2) und einer Knochenmarks-
transplantation seine frühe Kindheit. Auch nach der Transplantation leidet dieser 
Patient, welcher heute 13 Jahre alt ist, an einem komplexen Syndrom. Er zeigt das 
klinische Bild einer ektodermalen Dysplasie und Anhidrose (EDA) (Pinheiro, M. und 
Freire-Maia, N. 1994, Shore, S. W. 1970, Zonana, J. 1993a) mit einer non-
progressiven kongenitalen Myopathie (M), welches auch bei seinem Bruder beo-
bachtet worden war. Aufgrund dieses klinischen Bildes werden die beiden Patien-
ten mit SCID-EDAM 1+2 bezeichnet (McCarl, C.A. et al. 2009). EDA und Immun-
defizienz sind in der Literatur bereits im Zusammenhang mit hypomorphen Mutati-
onen im NFκB-Signalweg beschrieben worden (Doffinger, R. et al. 2001, Courtois, 
G. et al. 2003). Die schwere hypohidrotische ektodermale Dysplasie führte bei 
SCID-EDAM zu einer trockenen Haut und einer schweren Fehlbildung des Zahn-
schmelzes der Milchzähne (McCarl, C.A. et al. 2009, Vierucci, S. et al. 1994). Im 
Alter von elf Jahren zeigte SCID-EDAM 2 eine generalisierte Schwäche und war 
z.B. nicht in der Lage selbstständig Treppen zu steigen. Im Jahr 2006 konnte eine 
Missense-Mutation in Exon1 von Orai1, welche zu einem Aminosäureaustausch 




von Arginin zu Tryptophan an Position 91 (R91W) führt, als Grund dieser erblichen 
T-Zell-dominanten Immundefizienz ausgemacht werden (Feske, S. et al. 2006). 
Zusammengefasst beinhaltet das Syndrom, das hier anhand der zwei Brüder be-
schrieben wird, (a) eine ungewöhnliche Form der kombinierten Immundefizienz mit 
vorhanden T-, B- und NK-Zellen und einem Defekt in der T-Zellaktivierung, (b) eine 
hypohidrotische ektodermale Dysplasie und (c) eine kongenitale Myopathie 





 SCID-EDAM 1 und 2 
Prof. S. Feske (CBR-Institute for Biomedical Research, 
WT-Kontroll-T-Zellen 1-3   Harvard  Medical School, USA), 
(nicht transfizierte polyklonale  Prof. H.-H. Peter und Dr. M. Schlesier (Medizinische  
T-Zelllinien gesunder männlicher  Universitätsklinik Freiburg, Deutschland) 
Kontrollen)   
 
2.1.2 Fallbeschreibung von SCID-GRE 
Die Krankengeschichte dieses Patienten wurde bereits 1994 zum ersten Mal be-
schrieben (Partiseti, M. et al. 1994a). Wie bei SCID-EDAM1 und 2 war dieser Jun-
ge ebenfalls ein Kind blutsverwandter Eltern. Die Immundefizienz dieses Patienten 
war durch sich wiederholende Pyelonephritiden, orale und digestive Kandidosen 
sowie durch Otitiden geprägt. Auffällig war, dass einer seiner Brüder bereits zuvor 
im Alter von fünf Monaten an zahlreichen wiederkehrenden Infektionen verstorben 
war. Der Patient selbst litt an einer fatalen progressiven Wachstumsverzögerung 
und einer Enzephalopathie, die nach 12½ Monaten zu seinem Tode führten. Wei-
tere klinische Merkmale, wie z.B. eine Pierre-Robin ähnliche faziale Dysmorphie, 
waren zu beobachten. Wegen der Kombination dieses Krankheitsbildes aus SCID, 
progressiver Wachstumsverzögerung (growth retardation) und Enzephalopathie 
wird dieses Syndrom als SCID-GRE bezeichnet. 
 
 
Tabelle 2: Humane T-Zelllinien   
 






Prof. A. Fischer (INSERM-Abteilung für  
Pädiatrische Immunologie und Hämatologie SCID-GRE  
am Hôpital Necker des Enfants Malade,    
Paris, Frankreich) 
Prof. S. Feske (CBR-Institute for Biomedical  SCID-GRE+ Orai1 Vektor 
Research, Harvard Medical School, USA) 
Prof. S. Feske (CBR-Institute for Biomedical  SCID-GRE+ leerer Vektor 
Research, Harvard Medical School, USA) 
WT-Kontrollzelllinien (humane The American Type Culture Collection 
Vorhaut-Fibroblasten = HFF) (ATCC), Manassas, USA 
 
2.1.3 Fallbeschreibung von SCID-4 und SCID-5 
Die beiden folgenden SCID-Patienten sind Geschwister unverwandter und gesun-
der Eltern. Die Krankengeschichte von SCID-5 wurde bereits 1995 erstmals be-
schrieben (Le Deist, F. et al. 1995a). An klinischen Auffälligkeiten zeigte SCID-4 
deutliche Gedeihstörungen, muskuläre Hypotonie und einen Immundefekt. Er ver-
starb im Alter von 8 Monaten an anhaltenden blutiger Diarrhö, einer Chlamydien-
Pneumonie und einer Toxoplasmose-Enzephalitis (McCarl, C.A. et al. 2010). SCID-
5, der jüngere Bruder von SCID-4, litt seit seiner frühen Kindheit ebenfalls an star-
ker Diarrhö und Gedeihstörungen. Zudem entwickelte der Junge eine Pneumonie 
sowie eine Zytomegalie-Virus-Infektion (CMV) in den ersten Lebensmonaten. Die 
Ursache dieser primären T-Zell-Immundefizienz liegt in einem defekten Ca2+-
Einstrom über die Plasmamembran (Le Deist, F. et al. 1995a). Im Alter von vier 
Monaten wurde eine Stammzelltransplantation von Knochenmarkzellen seiner ge-
sunden Schwester durchgeführt. Eine Beobachtungszeit von nunmehr 16 Jahren 
zeigt, dass SCID-5 an einer Myopathie und einer ektodermalen Dysplasie leidet. 
Die Myopathie bei diesem Patienten ist charakterisiert durch eine hypernasale 
Sprache und einen Verlust der Gehfähigkeit. Zusätzliche Auffälligkeiten sind eine 
Skoliose und eine Trichterbrust. Die Insuffizienz der respiratorischen Muskulatur 
führte zu einer chronischen pulmonalen Erkrankung mit Bronchiektasien, rezidivie-
renden pulmonalen Infekten, einer pulmonalen Hypertonie sowie einer erhöhten 
CO2-Retention. Die ektodermale Dysplasie macht sich bemerkbar durch einen 
Tabelle 3: Humane Fibroblasten   
 




schwerwiegenden dysplastischen Zahnschmelz, trockene Haut mit Anhidrose und 
Wärmeintoleranz. Im Alter von acht Jahren entwickelte SCID-5 ein EBV- assoziier-
tes B-Zell-Lymphom, welches durch eine zweite Stammzelltransplantation behan-
delt wurde und zu einem kompletten Spenderchimärismus mit normaler Lymphozy-
tenfunktion führte. Im Alter von 16 Jahren zeigt der Patient Neovaskularisierung 
der Kornea beider Augen, seine neurologische und mentale Entwicklung ist hinge-
gen normal (McCarl, C.A. et al. 2010). Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete 
DNA dieser Patienten wurde von Prof. A. Fischer (INSERM-Abteilung für Pädiatri-
sche Immunologie und Hämatologie am Hôpital Necker des Enfants Malades, Pa-
ris, Frankreich) bereitgestellt.  
 
 
2.2 Isolierung muriner Immunzellen 
Für die folgenden Analysen mittels Durchflusszytometrie und Real-Time-PCR wur-
den je nach Fragestellung Lymphknoten, Thymus sowie Milz von Orai1 KI Mäusen, 
C57/Black6 Mäusen und STIM1 KO Mäusen isoliert. Hierzu mussten die Mäuse 
zunächst in einer Kohlenstoffdioxid-Kammer getötet werden. Anschließend wurden 
sie mit 70%igem Ethanol desinfiziert und auf dem Rücken liegend mit Nadeln fixiert 
(siehe Anhang 3). Nach Durchführung eines Hautschnittes konnten die verschie-
denen Organe entnommen werden. Je nach Analyse war somit eine Isolierung in-
guinaler, brachialer, axillärer, zervikaler sowie mesenterialer Lymphknoten möglich 
(siehe Anhang 3). Die entnommenen Organe wurden anschließend durch einen 
„Cell Strainer“ (70µm) gedrückt. Nach einmaligem Waschen der Zellen in 1X PBS 
erfolgte die Färbung mit Trypanblau (1:2), welches intakte Zellmembranen nicht 
penetrieren kann. Ist jedoch, wie bei toten Zellen, die Membran zerstört, färbt es 
das Zytoplasma der entsprechenden Zelle an. Die Trypanblau-negativen Lebend-
zellen konnten somit in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt werden. 
Mithilfe einer peritonealen Lavage mittels 4ml 1X PBS (5ml Spritze mit 27G1/2 Na-
del) gelang es, Mastzellen zur weiteren Analyse zu gewinnen. Die durch Aspiration 
gewonnenen Zellen wurden im Anschluss über einen „Cell Strainer“ (70µm) gege-
ben und nach Färbung mit Trypanblau gezählt.  
 




Erythrozytenlyse mittels Ammoniumchlorid (NH4Cl) 
Die Milzzellen wurden zusätzlich einer Erythrozytenlyse unterzogen. Zu diesem 
Zweck musste das Zellpellet in 2,5ml TAC-Lyse-Puffer resuspendiert und zunächst 
für 3min auf Eis, danach für weitere 3min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert wer-
den. Anschließend wurde das 15ml Falcon Tube mit eiskaltem FACS-Puffer aufge-
füllt und bei 400 x g (relative Zentrifugalbeschleunigung) und 4°C für 3min zentrifu-
giert. Nach Abnahme des Überstandes konnte das nun weiße Zellpellet in FACS-





Center for Animal Resources and Comparative C57/Black6 WT Mäuse 
Medicine (ARCM), Harvard Medical School, Boston, USA 
Prof. S. Feske und Dr. M. Oh-hora (beide CBR-Institute for  Orai1 „knock-in“ Mäuse  
Biomedical Research, Harvard Medical School, USA) 
Prof. S. Feske und Dr. M. Oh-hora (CBR-Institute for   STIM1 „knock-out“ Mäuse 
Biomedical Research, Harvard Medical School, USA) 
 
2.3 Lymphozyten-Isolierung aus humanem Vollblut 
Zur Isolierung humaner Lymphozyten erfolgte zunächst eine venöse Blutabnahme 
von drei verschiedenen, nicht blutsverwandten privaten Spendern. Jeweils 30ml 
Probanden-Blut wurde in ein 50ml Falcon Tube gegeben und 1:1 mit RPMI-1640 
verdünnt. Anschließend mussten 8ml Ficoll-Lösung unter das Blut pipettiert und bei 
800 x g (RT) für 20min zentrifugiert werden („Dichtegradientenzentrifugation“). 
Nach der Zentrifugation befinden sich die Leukozyten in der Interphase, die E-
rythrozyten im Sediment. Die Interphase wurde vorsichtig abpipettiert und in ein 
frisches 15ml Röhrchen transferiert. Nach einer 5 minütigen Zentrifugation bei   
400 x g (4°C) konnten die Zellen in FACS-Puffer resuspendiert und anschließend 
gezählt werden.        
 
Tabelle 4: Mauszellen   
 




2.4 Stimulierung von murinen und humanen Lymphozyten 
Murine und humane T-Zellen (3.5) wurden mit Phorbol-12-Myristat-13-Azetat 
(PMA) und Ionomycin für 0, 2, 6 sowie 24 Stunden (h) stimuliert. Durch die Zugabe 
von PMA kommt es zu einer Aktivierung der Proteinkinase C (Liu, W. S. und Heck-
man, C. A. 1998a). Ionomyzin erhöht die intrazelluläre Ca2+-Konzentration durch 
Stimulierung von SOCE (Morgan, A. J. und Jacob, R. 1994). Die Zellen wurden in 
einer Dichte von 1x106 Zellen/ ml in einer 24 well Platte in einem speziellen T-Zell-
Medium (2.9.1) bei 5% CO2 kultiviert. Die Endkonzentration von PMA betrug 
20ng/ml, die von Ionomycin 1µM. 
 
 
2.5 Retrovirale Transduktion 
Die Durchführung mancher Experimente im Rahmen dieser Arbeit erfolgte anhand 
retroviral transduzierter Fibroblasten von SCID-GRE (2.1.2), die von Prof. S. Feske 
(CBR Institute for Biomedical Research, Harvard Medical School, Boston, USA) zur 
Verfügung gestellt wurden. Zu diesem Zweck wurde „full-length“ cDNA für Orai1 
(BC015369) von der Firma Open Biosystems (Huntsville, AL, USA) erworben und 
in den pENTR11 Vektor (Gateway system, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kloniert. 
Myc-markierte Orai1 cDNA konnte daraufhin vom pENTR11 Vektor in den bizistro-
nischen retroviralen Expressionsvektor pMSCV-CITE-eGFP-PGK-Puro von Dr. M. 
Oh-Hora (CBR Institute for Biomedical Research, Boston, USA) transferiert wer-
den. Dieser erlaubt eine simultane Expression von Orai1, GFP und eines Puromy-
cin Resistenz-Gens. Um amphotropen, Replikations-inkompetenten Retrovirus zu 
produzieren, mussten gp293 Verpackungszelllinien, welche für Orai1, gag-pol und 
env kodieren, mit Plasmiden co-transfiziert werden. Der den Virus enthaltene    
Überstand wurde für 24h gesammelt, gefiltert und anschließend durch Zentrifugati-
on bei 6000 x g für 16h konzentriert. Im Anschluss war es möglich, Fibroblasten 
durch Zugabe des viralen Überstandes für 1 Tag zu transduzieren (Feske, S. et al. 









2.6.1 Prinzip der Methode 
Die Durchflusszytometrie (FACS: fluorescence activated cell sorting) ermöglicht die 
qualitative und quantitative Zuordnung von einzelnen Zellen zu definierten Popula-
tionen durch laservermittelte Anregung Fluoreszenzfarbstoff markierter Zellen. In 
dieser Arbeit wurden isolierte humane und murine Immunzellen mit unterschiedli-
chen Kombinationen fluorochrom-gekoppelter monoklonaler Antikörper (mAK) in-
kubiert und auf die Expression von Orai1 und anderer Oberflächenproteine unter-
sucht. Die Einzel-Zell-Suspension markierter Zellen wird durch eine 50-100µm 
große Öffnung einer Kapillare gedrängt und passiert einen Laserstrahl (Janeway, 
C. et al. 2005). Das FACS Calibur Gerät (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA, 
siehe Anhang 4) arbeitet mit einem Argon-Laser (488nm) und einem nachgeschal-
teten Dioden-Laser (635nm) (Chapman, G. V. 2000). Photoverviel-facherröhren 
detektieren die durch die Zell-Tropfen hervorgerufene Streuung des Lichtes. Ein 
Detektor registriert die Partikelgröße (Forward Scatter: FSC), ein weiterer die Gra-
nularität (Side Scatter: SSC). Die übrigen Detektoren registrieren das emittierte 
Licht der Fluoreszenzfarbstoffe (siehe Anhang 4). Diese Informationen werden mit-
hilfe eines Computers analysiert. Somit ist es möglich die spezifische AK-Bindung, 
das Volumen und die Granularität einer einzelnen Zelle zu bestimmen und sie mit 
anderen Zellen zu vergleichen. Von den untersuchten Proben wurden je nach zu 
analysierenden Zelltypen 50.000-150.000 Ereignisse im Analysefenster lebender 
Lymphozyten aufgenommen. Neben der qualitativen Analyse können auch quanti-
tative Aussagen über eine niedrige, intermediäre oder hohe Oberflächenexpressi-
on von Proteinen auf einzelnen Zellen gemacht werden. Durch die gezielte Aus-
wahl von fluochrom-gekoppelten Antikörpern gegen Zelloberflächenproteine lassen 
sich Zelltyp, Aktivierungszustand sowie Entwicklungsstufe einer Zelle qualitativ und 









Oberflächenfärbung der Immunzellen mittels mAK 
Einmalig in FACS-Puffer gewaschene humane oder murine Zellen wurden in einer 
Menge von 1x106 Zellen pro Färbung in eine 96 well Platte pipettiert. Danach er-
folgte eine Zentrifugation bei 400 x g für 5min bei 4°C. Bevor die Zellen in 100µl 
des mAK-Mastermixes (2.6.3), bestehend aus verschiedenen Kombinationen von 
Oberflächenmarkern, resuspendiert wurden, sollten sie für 10min mit einem Fc-
Block (1:100) vorinkubiert werden. Hierbei handelte es sich um mAK, die gegen 
CD16 sowie gegen CD32 gerichtet waren (CD16/CD32, Fcγ III/II Receptor, Klon: 
2.4G2, BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), um eine hohe Hintergrund-Färbung 
durch unspezifische Bindung der FACS-AK mittels ihres Fc-Teils zu verhindern. 
Nach einer folgenden Inkubation für 30min bei 4°C und Dunkelheit wurden 100µl 
FACS-Puffer zu den Proben gegeben und erneut bei 400 x g für 3min bei 4°C 
zentrifugiert. Im Anschluss mussten die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen 
werden, bevor eine Analyse im FACS-Calibur möglich war. 
 
Intrazelluläre FACS-Färbung  
Je nach Fragestellung mussten die zu analysierenden humanen und murinen Zel-
len zunächst, wie zuvor beschrieben, mit einer Kombination aus Oberflächenanti-
körpern (2.6.3) gefärbt werden. Die in 100µl Formaldehyd (3,7%) resuspendierten 
Zellen wurden 20min bei RT und Dunkelheit fixiert und anschließend durch zwei-
maliges Waschen in 100µl Immunfluoreszenz Waschpuffer (IF-WB, 2.9.2) permea-
bilisiert. Nach Resuspendierung der Zellen im selben Puffer mit 1% BSA erfolgte 
eine Inkubation bei RT für 10min. Die Zellen mit dem dazugegebenen Antikörper-
Mastermix, bestehend aus IF-WB und dem intrazellulären Anti-Orai1 Antikörper 
(αOrai1 AK, 1:200) (2.6.3), mussten für 2h bei 4°C inkubiert werden. Als Kontrolle 
diente an dieser Stelle bei einigen Proben hinzupipettiertes Orai1-Peptid (Peptid-
Block), welches zuvor mit dem αOrai1 AK für 30min bei 4°C inkubiert worden war. 
Danach erfolgte eine zweimalige Zentrifugation (400 x g, 4°C) der Zellen und eine 
anschließende Resuspendierung in 100µl Mastermix, bestehend aus IF-WB und 
dem Zweit-Antikörper (2°AK), welcher mit PECy5.5 gekoppelt war (2.6.3). Die Zel-




len wurden nun für 30min bei 4°C und Dunkelheit inkubiert und vor der folgenden 
Analyse im FACS-Calibur zweimalig mit IF-WB gewaschen. 
 
2.6.3 Murine und humane Antikörper 
Unter 2.6.3 sind tabellarisch die zur Durchflusszytometrie verwendeten murinen 




Antikörper Klon Bezugsquelle Verdünnung Kanal in FACS Calibur 
1. Anti-CD3e-FITC (CD3 ε chain) 145-2C11 BD Biosciences 1:200 FL-1 
2. Anti-CD4-PE (L3T4) GK1.5 eBioscience 1:300 FL-2 
3. Anti-CD4-FITC (L3T4) GK1.5 BD Biosciences 1:200 FL-1 
4. Anti-CD4-PerCPCy5.5 (L3T4) GK1.5 eBioscience 1:100 FL-3 
5. Anti-CD8a-PE (Ly2) 53-6.7 BD Biosciences 1:300 FL-2 
6. Anti-CD8a-FITC (Ly2) 53-6.7 eBioscience 1:200 FL-1 
7. Anti-CD25-APC (IL-2Ra) PC 61.5 eBioscience 1:200 FL-4 
8. Anti-CD44-PE (Ly-24) IM7 eBioscience 1:200 FL-2 
9. Anti-CD45R/B220-APC RA3-6B2 BD Biosciences 1:200 FL-4 
10. Anti-CD45R/B220-PerCP RA3-6B2 BD Biosciences 1:100 FL-3 
11. Anti-CD62L-APC (L-Selectin) MEL-14 eBioscience 1:200 FL-4 
12. Anti-CD69-PE H1.2F3 BD Biosciences 1:200 FL-2 
13. Anti-CD69-Biotin H1.2F3 eBioscience 1:250 - 
14. Anti-CD93-APC (AA4.1) AA4.1 eBioscience 1:100 FL-4 
15. Anti-CD117-APC (ckit) 2B8 BD Biosciences 1:200 FL-4 
16. Anti-IgE-FITC R35-72 BD Biosciences 1:200 FL-1 
17. Anti-IgM-PerCP-Cy5.5 R6-60.2 BD Biosciences 1:50 FL-3 
18. Anti-IgD-PE 11-26c eBioscience 1:400 FL-2 
19. Anti-TCRβ-PE H57-597 BD Biosciences 1:100 FL-2 
20. Anti-GITR-PE (TNFRSF18) DTA-1 eBioscience 1:200 FL-2 
21. Anti-NK1.1-APC PK136 eBioscience 1:200 FL-4 




Tabelle 5: Konjugierte murine Primärantikörper   
Bezugsquellen: BD Biosciences, Franklin Lakes, USA; eBioscience, San Diego, USA  
 





Antikörper Klon Bezugsquelle Verdünnung Kanal in FACS Calibur 
1. Anti-CD3-FITC HIT3a BD Pharmingen 1:20 FL-1 
2. Anti-CD4-PE RPA-T4 BD Pharmingen 1:100 FL-2 
3. Anti-CD4-FITC RPA-T4 BD Pharmingen 1:100 FL-1 
4. Anti-CD8-PE HIT8a BD Pharmingen 1:100 FL-2 
5. Anti-CD8-FITC HIT8a BD Pharmingen 1:50 FL-1 
6. Anti-CD19-APC HIB19 BD Pharmingen 1:100 FL-4 
6. Anti-CD25-PE M-A251  BD Pharmingen 1:30 FL-2 
7. Anti-CD69-PE FN50 BD Pharmingen 1:30 FL-2 
 
Konjugierte und unkonjugierte Sekundärantikörper 
Antikörper Bezugsquelle Verdünnung Kanal in FACS Calibur 
Streptavidin-PE  Jackson ImmunoResearch  1:200 FL-2 
  Laboratories, West Grove, USA     
Streptavidin-APC BD Biosciences,  1:500 FL-4 
  Franklin Lakes, USA     
Streptavidin-PerCP-Cy5.5 BD Biosciences,  1:200 FL-3 
  Franklin Lakes, USA     
Goat F(ab´)2-Anti-Rabbit IgG  CALTAG Laboratories  1:200 FL-3 
(H+L)-PeCy5.5  (Invitrogen, Carlsbad, USA)     
Biotin-SP-conjugated, Affinity Jackson ImmunoResearch  1:300 - 
Purified F(ab´)2-Fragment          Laboratories, West Grove, USA     
Goat-Anti-Rabbit IgG,       
Fc Fragment specific        
 
Intrazellulärer Orai1 Antikörper 
Dieser polyklonale „rabbit anti human“ Antikörper, der sich gegen den C-Terminus 
von Orai1 richtet, konnte mithilfe der Firma Open Biosystems (Huntsville, AL, USA) 
kreiert werden. Zu diesem Zweck wurde das 90 Tage Protokoll3 für die Immunisie-
rung von zwei weißen Neuseeland Kaninchen (SPF-Kaninchen: „specific pathogen 
free“) verwendet. 
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Tabelle 6: Konjugierte humane Primärantikörper  
Bezugsquelle: BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA 
Tabelle 7: Sekundärantikörper  
 




Prozedere Tag Beschreibung 
  Peptidsynthese und -reinigung, Antigen-Konjugation 
  Aminosäure-Sequenz des Orai1 Peptids (278-294): Erstellung von Antigen 
  ELAEFARLQDQLDHRGD 
Abnahme von Kontrollserum 0   
primäre Immunisierung mit 0,25mg KLH emulgiert mit Primäre Injektion 1 
komplettem Freund-Adjuvans 
Boosterung mit 0,1mg KLH emulgiert mit inkomplettem Erste Boosterung 14 
Freund-Adjuvans 
Serum-Abnahme 28 ca. 25ml pro Hase 
Boosterung mit 0,1mg KLH emulgiert mit inkomplettem  Zweite Boosterung 42 
Freund-Adjuvans 
Serum-Abnahme 56 ca. 25ml pro Hase 
Boosterung mit 0,1mg KLH emulgiert mit inkomplettem  Dritte Boosterung 56 
Freund-Adjuvans 
Serum-Abnahme 70 ca. 50ml pro Hase 
ELISA 77 Überprüfen der Disposition des Hasen 
Letzte Blutabnahme 90 Terminales Ausbluten des Hasen 
 
Als letzter Schritt erfolgte eine Affinitäts-Reinigung des polyklonalen Antiserums mit 
dem Peptid, welches zuvor für die Immunisierung der Kaninchen verwendet wurde. 
Die Spezifität des intrazellulären Orai1 Antikörpers wurde von Prof. Feske (CBR 
Institute for Biomedical Research, Harvard Medical School, Boston, USA) durch 
Western Blot und Immunfluoreszenz getestet.   
 
 
2.7 Molekularbiologische Methoden 
2.7.1 Isolation genomischer DNA von SCID-Patienten 
Die Isolierung genomischer DNA aus humanen Fibroblasten (2.1.2 und 3.1.2) er-
folgte mithilfe des „FlexiGene DNA Kits4“ der Firma Qiagen (Valencia, CA, USA). 
Für jede Probe wurden 1-2x106 Zellen verwendet. Nachdem sich die Zellen mittels 
Trypsin von der Petrischale gelöst hatten, konnten sie in ein 1,5ml Tube überführt 
und bei 300 x g für 5min zentrifugiert werden. Nach Abnahme des Überstandes 
musste das Zell-Pellet in 300µl FG1-Puffer (Lyse-Puffer) resuspendiert und weitere 
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Tabelle 8: Protokoll zur Herstellung polyklonaler Antikörper  
KLH: keyhole lympet hemocyanin (Protein-Carrier); ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay  
(90 Tage Protokoll der Firma Open Biosystems, Huntsville, USA) 
 




300µl FG2-Puffer (Denaturierungs-Puffer mit Protease) dazugegeben werden. 
Nach einer darauf folgenden Inkubationszeit von 10min bei 65°C im Wasserbad 
wurde die DNA durch Zugabe von 600µl Isopropanol (100%) präzipitiert und an-
schließend für 3min bei 10,000 x g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes 
war es möglich das weiße DNA-Pellet durch Mischen mit 600µl Ethanol (75%) zu 
waschen. Es folgte eine erneute Zentrifugation bei 10,000 x g für 3min. Anschlie-
ßend konnte der Überstand abpipettiert und das DNA-Pellet an der Luft getrocknet 
werden. Nun wurde die DNA in 200µl FG3-Puffer (Hydradations-Puffer) resuspen-
diert und bei 65°C im Wärmeblock inkubiert, bevor eine photometrische Messung 
erfolgte. 
  
2.7.2 Polymerase-Kettenreaktion  
Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation eines kurzen, genau 
definierten Abschnittes der DNA. Nach Zugabe der notwendigen Reagenzien läuft 
die PCR immer in der gleichen Reihenfolge ab: Initialisierung, Denaturierung, „Pri-
mer-Annealing“ sowie Elongation der DNA. Die Spezifität wird durch zwei Oligo-
nukleotide (Primer) vermittelt, die komplementär zu den Enden des Amplikons auf 
jeweils einem Strang der DNA-Matrize sind. Die Durchführung der PCR (3.1.2 und 
3.1.3) in dieser Arbeit erfolgte mithilfe des „KOD DNA Polymerase Kits5“ (EMD Bi-
osciences (Novagen), San Diego, CA, USA). Die Reaktion der PCR bestand aus 
einem 50µl Ansatz, der sich wie folgt zusammensetzte: 
• DNA (100ng/µl)    2µl   (4ng/µl f.c.) 
• ddH2O (doppelt destilliert)   22µl 
• 10X PCR Puffer    5µl   (1X f.c.) 
• 10X PCR Enhancer   10µl   (2X f.c.) 
• Desoxynukleotidtriphosphate (2mM) 5µl   (0,2mM f.c.) 
• MgSO4 (25mM)    3µl   (1,5mM f.c.) 
• 3` + 5` Primer (10µM)   jeweils 1µl  (0,2µM f.c.) 
• KOD DNA Polymerase (1U/µl)  1µl   (0,02U/µl f.c.)   
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Die Konditionen der PCR-Zyklen waren die Folgenden: 
• Initialisierung:  95°C für 3min 
• Denaturierung:  95°C für 20sek 
• Annealing:   55-62°C für 20sek        38 Zyklen 
• Elongation:    70°C für 25sek 
• Terminale Elongation: 70°C für 5min 
 
Als Annealing-Temperatur wurde jeweils ein Wert gewählt, welcher ca. 5°C unter 
der Schmelztemperatur der einzelnen Primer lag. 
 
Verwendete PCR Primer 
Alle im Folgenden aufgeführten Primerpaare wurden anhand der Gen-Bank des 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) erstellt.  
Gen Name Sequenz 5´→3´ Amplikon (bp) 
NTIP4ex1for1g ACA ACA ACG CCC ACT TCT TGG 
NTIP4ex1rev1g TGC TCA CGT CCA GCA CCT C 
811 
NTIP4ex1for4g GTG ACA AGC CAT ATC AGA GTC C 
Orai1 ex1 
NTIP4ex1rev4g GGA CTC TGA TAT GGC TTG TCA C  
1099 
O2ex1for1g  ACA GGA GCT GGG GCA GGA GGG AT Orai2 ex1 
O2ex1rev2g CCG AGC GTC CCC GGT CCA ATT C 
479 
O2ex2for2g CTG GAC GAC AGA GTG AGA CAC TG Orai2 ex2 
O2ex2rev2g GCA CTG ATA GAG TCG TCC TCT TAG 
610 
O2ex3for2g AGA ACA TGG GTG AGT CCT GCC AG Orai2 ex3 
O2ex3rev3g CAG GAG AAG TCA TCC AGT CCT TAT GG 
844 
O3ex1for1g AGG GAT TTG GAA GTG TGG ACA CCT G Orai3 ex1 
O3ex1rev1g CGT AAG AAG GGA CTT GCT CAG TCC  
820 
O3ex2for1g ACC AGA ACA GAA CAG AGC CTT TGC Orai3 ex2 
O3ex2rev1g TGT TAG CAT CTG ACA GGG TTA CAC C 
2070 
 
2.7.3 Agarose-Gelelektrophorese und Reinigung der PCR-Produkte 
Die Auftrennung der DNA erfolgte anhand 1%iger Gele. Hierzu musste 1g  Agaro-
se in 100ml TAE-Puffer durch Kochen gelöst und nach einer Wartezeit 1µl Ethidi-
Tabelle 9: Primer für genomische PCR  
 Bezugsquelle: Integrated DNA Technologies, Coralville, USA; NTIP4 entspricht hier Orai1  
 




umbromid hinzugegeben werden. Nach dem Gießen des Gels wurden 30µl des 
PCR-Produkts mit 6µl des DNA-Ladepuffers gemischt und in die Taschen des Gels 
pipettiert. Als Standard-Marker diente eine 100bp sowie eine 1kb DNA-Leiter. Nach 
erfolgter Auftrennung in einer Elektrophoresekammer bei 100V konnte das Gel auf 
einem UV-Transilluminator analysiert werden (siehe Anhang 6).  
Anschließend wurden die gewünschten DNA-Banden unter UV-Licht vorsichtig 
ausgeschnitten. Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte anhand des Protokolls6 
des „QIAquick Gel Extraction Kits“ der Firma Qiagen (Valencia, CA, USA). Für die 
Durchführung der DNA-Aufreinigung mittels dieses Kits wurden sogenannte „spin 
columns“ verwendet. Nach Eluation in DNase-freiem Wasser, konnte die DNA pho-
tometrisch gemessen werden.  
 
2.7.4 Miniprep / Klonierung 
Da es bei der Durchführung der PCR unter Verwendung der KOD DNA Polymera-
se zunächst zu glatten Enden der DNA kommt (Takagi, M. et al. 1997a), musste 
ein Adenosin-überhängendes Ende am PCR-Produkt erzeugt werden. Zu diesem 
Zweck wurde folgender Reaktionsansatz für 10min bei 72°C inkubiert: 
• Gereinigtes PCR-Produkt    8µl 
• 10X Standard Taq Puffer    1µl 
• dATP (2,5mM)      0,8µl      
• Taq DNA Polymerase    0,2µl 
 
Die anschließende Klonierung erfolgte mithilfe des „pCR®2.1-TOPO TA cloning 
kits7“ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in folgendem 6µl Reaktionsansatz: 
• PCR-Produkt      2µl 
• Salzlösung (1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl2)  1µl 
• Steriles Wasser     2µl 
• TOPO Vektor (3,9kb: Anhang 7)   1µl 
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Nach einer Inkubationszeit von 5min bei RT wurden 3µl des Reaktionsansatzes zu 
30µl kompetenten E.coli Bakterien pipettiert und für weitere 15min auf Eis inku-
biert. Anschließend sollten die Zellen für 45sek bei 42°C im Wasserbad „hitze-
geschockt“ und sofort auf Eis gesetzt werden. Nun konnten die kompetenten Bak-
terien in ein 15ml Falcon Tube, welches 1ml LB-Medium enthielt, transferiert und 
für 45min bei 37°C und 240 U/min horizontal geschüttelt werden. Nach Abschluss 
der Inkubation wurden die Zellen in einem 1,5ml Tube bei 2000 x g für 1min zentri-
fugiert. In 50µl LB-Medium resuspendierte Zellen mussten daraufhin auf eine mit 
Ampicillin versehene Agar-Platte gegeben und für ca. 18h bei 37°C inkubiert wer-
den. Danach wurden ca. 5 weiße Kolonien pro Probe gepickt, in ein Falcon Tube 
mit 1,5ml LB-Medium und Ampicillin (100µg/ml f.c.) gegeben und erneut bei 240 
U/min und 37°C für ca. 18h inkubiert.  
Zur Isolierung der Plasmid-DNA (Miniprep) diente das „QIAprep Spin Miniprep Kit8“ 
der Firma Qiagen (Valencia, CA, USA). Im letzten Arbeitsschritt erfolgte die Eluati-
on der Plasmid-DNA in 40µl TE-Puffer, bevor sie photometrisch gemessen und 
durch Restriktionsenzyme (2.7.5) verdaut wurde.     
 
2.7.5 Restriktionsanalyse 
Zur Überprüfung, ob das gewünschte Insert in den Vektor aufgenommen wurde, 
erfolgte eine Restriktionsanalyse. Der folgende 20µl Reaktionsansatz einer Probe 
musste für 60min bei 37°C im Wasserbad inkubiert werden: 
• Plasmid-DNA (1µg)   5µl 
• EcoR1 (Restriktionsenzym)  1µl   1µl 
• 10X EcoR1-Puffer    2µl 
• ddH2O     12µl    
Anschließend wurde die DNA in einem 2%igen Gel (2.7.3) elektrophoretisch aufge-
trennt und unter einer UV-Lampe analysiert (siehe Anhang 8).  
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2.7.6 Sequenzierung und Auswertung  
Die Sequenzierung (3.1.2 und 3.1.3) von direktem PCR-Produkt und Klonen erfolg-
te mithilfe des „Dana-Farber/ Harvard Cancer Center DNA Resource Core“ (Bos-
ton, USA). Zu diesem Zweck wurde der vollautomatisierte „3730xl DNA Analyzers“ 
der Firma Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) verwendet. Das Reaktions-
volumen jeder Probe betrug 12µl. Für die Sequenzierung von Plasmid musste eine 
DNA-Konzentration von 100ng/µl und eine Primer-Konzentration von 1,6pmol/µl 
verwendet werden. Die DNA-Konzentration für die Sequenzierung von direktem 
PCR-Produkt lag bei 5ng/µl pro 100bp, die Primer-Konzentration bei 0,4pmol/µl. 
Die Auswertung erfolgte mittels des Computerprogramms „MegAlign“ (Clewley, J. 
P. und Arnold, C. 1997), mit dessen Hilfe die Wildtyp-Sequenzen (WT) mit den Se-
quenzen der Patienten-DNA verglichen werden konnten.   
 
Primer zur Sequenzierung genomischer DNA 
Gen Name Sequenz 5´→3´ 
NTIP4ex1for1g ACA ACA ACG CCC ACT TCT TGG 
NTIP4ex1rev1g TGC TCA CGT CCA GCA CCT C 
NTIP4ex1for4g GTG ACA AGC CAT ATC AGA GTC C 
Orai1 ex1 
NTIP4ex1rev4g GGA CTC TGA TAT GGC TTG TCA C  
O2ex1for2g CCT GGT TGC CTT GGC AGC GGC T Orai2 ex1 
O2ex1rev2g CCG AGC GTC CCC GGT CCA ATT C 
O2ex2for2g CTG GAC GAC AGA GTG AGA CAC TG Orai2 ex2 
O2ex2rev2g GCA CTG ATA GAG TCG TCC TCT TAG 
O2ex3for2g AGA ACA TGG GTG AGT CCT GCC AG Orai2 ex3 
O2ex3rev3g CAG GAG AAG TCA TCC AGT CCT TAT GG 
O3ex1for2g CTT GGA TAA CGT TCT TGG TGG GTA G Orai3 ex1 
O3ex1rev2g CGT AAG AAG GGT CTT GCT CAG TCC 
O3ex2for2g GTA TCA GTG ATG TAT  CCC GAT AGG C Orai3 ex2 
O3ex2rev2g TCC TGT CCA CCC AAA CTT GCC AC 
 
2.7.7 RNA-Isolation 
Die Isolierung von RNA aus murinen und humanen Immunzellen erfolgte mithilfe 
von „Trizol Reagent9“ der Firma Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Die Methode be-
steht aus vier allgemeinen Arbeitsschritten: Homogenisierung, RNA Extraktion, 
                                        
9
 http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/15596026.pdf (abgerufen 7.7.2007) 
Tabelle 10: Primer zur Sequenzierung genomischer DNA  
Bezugsquelle: Integrated DNA Technologies, Coralville, USA; NTIP4 entspricht hier Orai1  




RNA Präzipitation und Reinigung der RNA. 5-10x106 Zellen pro Probe wurden ein-
malig in 1X PBS gewaschen und für 30 sek bei 6500 x g zentrifugiert, bevor sie in 
1ml Trizol Reagent lysiert wurden. Nach einer Inkubationszeit von 5min bei RT ge-
lang es die RNA durch Zugabe von 0,2ml Chloroform zu extrahieren. Im Anschluss 
erfolgte eine Zentrifugation bei 13,000 x g und 4°C für 15min.  
Danach musste die wässrige Phase, welche die RNA enthält, mit 0,5 ml Isopropa-
nol vermischt und für 10min bei RT inkubiert werden. Nach der anschließenden 10-
minütigen Zentrifugation bei 13,000 x g und 4°C formte die RNA ein weißes Pellet 
am Boden des Röhrchens. Die RNA wurde nun durch Resuspendierung mit 1ml 
75%igem Ethanol gereinigt und ein letztes Mal bei 6500 x g und 4°C für 5min 
zentrifugiert. Nach dem Trocknen des RNA-Pellet konnte die RNA in 50µl RNase-
freiem Wasser resuspendiert und photometrisch gemessen werden. 
 
2.7.8 cDNA-Synthese 
Die Reverse Transkription der RNA zu cDNA erfolgte anhand des „SuperScript II 
Reverse Transcriptase Kits10“ der Firma Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Zunächst 
musste folgender 20µl Reaktionsansatz in ein RNase-freies Tube pipettiert werden: 
• Oligo(dT)12-18 primer (500µg/ml)   1µl 
• RNA-Template (0,5µg/µl -3µg/µl)   1µl 
• dNTP Gemisch (jeweils 10mM)   1µl 
• ddH2O      auf 12µl 
 
Nach einer 5-minütigen Inkubation des Reaktionsgemisches bei 65°C wurden 4µl 
5X First-Strand Buffer, 2µl Dithiothreitol (DTT; 0,1 M) und 1µl Ribonuklease-
Inhibitor (RNaseOut; 40U/µl) hinzugegeben. Bevor 1µl (200 Units) der SuperScript 
II Reversen Transkriptase hinzupipettiert werden konnte, musste die Reaktion für 
2min bei 42°C inkubiert werden. Als Kontrolle dienten Proben ohne Zugabe der 
Reversen Transkriptase. Nach der im Anschluss erfolgten Inkubation von 50min 
bei 42°C wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 70°C für 15min inaktiviert. Im An-
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 http://www.invitrogen.com/content/sfs/brochures/711_011003_SuperScrpt_bro.pdf (abgerufen 7.7.2007) 




schluss konnte die Konzentration der cDNA photometrisch bestimmt und für Analy-
sen durch Real-Time-PCR verwendet werden.     
 
2.7.9 Real-Time-PCR 
Bei der Real-Time-quantitativen PCR (RTQ-PCR) handelt es sich, wie auch bei der 
konventionellen PCR (2.7.2), um ein Verfahren zur Amplifizierung bestimmter 
DNA-Abschnitte. Zusätzlich bietet sie die Möglichkeit mithilfe von Fluoreszenz-
Messungen die Zunahme der Amplifikate in Echtzeit (Real-Time) darzustellen um 
somit eine quantitative Aussage treffen zu können. Im Allgemeinen unterscheidet 
man vier fluoreszenzbasierte Messprinzipien: der 5’ Nuclease Assay, Molecular 
Beacons und die LightCycler™ basierten Methoden der Detektion über interkalie-
rende DNA Farbstoffe (Bustin, S. A. 2002). Im Rahmen dieser Arbeit  erfolgte die 
Durchführung (3.1.1, 3.1.2 und 3.3.3) mittels der „SYBR® Green PCR core rea-
gents11“ der Firma Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Zur Messung diente 
der iCycler der Firma Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Das verwendete SYBR   
Green I ist ein fluoreszierender Farbstoff, dessen Moleküle unspezifisch in die 
doppelsträngige DNA interkalieren. Hierdurch nimmt die Fluoreszenz proportional 
zur Menge der PCR-Produkte zu. Während der Denaturierungsphase der RTQ-
PCR, in der die DNA als Einzelstrang vorliegt, können die Moleküle des SYBR 
Green I nicht an die DNA binden und liegen somit in Lösung vor. In dieser Phase 
geben sie vernachlässigbar geringe Fluoreszenzwerte ab. Während der Annea-
lingphase kann sich SYBR Green I jedoch an die doppelsträngige Primer/ Target 
DNA binden (Bustin, S. A. 2002) und das Hintergrund-Fluoreszenzsignal durch den 
angeschlossenen Computer gemessen werden. In der Phase der Elongation wer-
den in jedem weiteren Zyklus neue DNA-Doppelstränge gebildet.  
Nun hat der Farbstoff die Möglichkeit sich an die „kleinen Furchen“ der DNA-
Doppelstränge anzulagern. Die dabei ansteigenden Fluoreszenzwerte entsprechen 
dem logarithmischen Anstieg der Menge des Amplikons und werden graphisch auf 
dem Computerbildschirm in „real time“ angezeigt. Ein weiterer Vorteil dieser Me-
thode ist die Durchführung einer Schmelzkurvenanalyse nach Ablauf der PCR 
(Abb. 3-8, 3-12, 3-28). Zu diesem Zweck wird die DNA aufgeschmolzen, indem die 
Temperatur kontinuierlich von 50°C auf 95°C erhöht wird. Bei der für das DNA 
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 http://docs.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_041053.pdf (abgerufen 11.7.2007)  




Fragment spezifischen Schmelztemperatur geht der Doppelstrang wieder in ein-
zelsträngiges Molekül über. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und 
eine Abnahme der Fluoreszenz registriert. Da die doppelsträngige DNA von spezi-
fischen PCR-Produkten einen höheren Schmelzpunkt hat als unspezifisch entste-
hende Primerdimere, ist eine Unterscheidung möglich. Die Höhe des Peaks der 
ersten Ableitung der Schmelzkurve gibt annähernd Auskunft über die Menge des 
gebildeten Fragments. Für jedes in dieser Arbeit verwendete Primer-Paar wurde 
die PCR-Effizienz mittels der Durchführung einer Verdünnungsreihe getestet. Hier-
für wurde die murine oder humane cDNA 1:1, 1:4, 1:16 und 1:64 mit ddH2O ver-
dünnt und eine RTQ-PCR nach den weiter unten aufgeführten Konditionen durch-
geführt. Nach Ablauf der RTQ-PCR konnte durch die Software des icyclers aus 
den unterschiedlichen Verdünnungsstufen eine PCR-Standardkurve erstellt wer-
den, die in Abb. 2-3 exemplarisch für das murine Housekeeping-Gen βActin darge-
stellt ist. Für die Durchführung der Experimente wurden lediglich Primer-Paare 
verwendet, für welche eine PCR-Effizienz zwischen 90% und 105% ermittelt wer-
den konnte.  
 
 
Um eine relative Quantifizierung durchführen zu können, wurde sowohl bei der  
Analyse muriner, als auch bei der der humanen cDNA ein Referenzgen (House-
keeping-Gen) mitgemessen. Als Housekeeping-Gen für die Analyse muriner cDNA 
diente βActin, welches zu den zahlreichsten zellulären Proteine in Säugetier-Zellen 
gehört (Ng, S. Y. et al. 1985) und in DN, DP und einfach positiven Thymozyten 
Abb.  2-3: Beispiel einer PCR-Standardkurve 
Als Beispiel für eine PCR-Standardkurve wurde hier eine Verdünnungsreihe (1:1, 1:4, 1:16, 1:64) für 
die Primer des murinen Housekeeping-Gens βActin gewählt. Die Effizienz der PCR betrug 96,8%  
(eigene Darstellung nach erfolgter Auswertung mittels der iCycler Software der Firma Bio-Rad, Foster 
City, CA, USA). 
 




gleichermaßen exprimiert wird (Abb. 3-28a und d). Für die RTQ-PCR Experimente 
mit humaner cDNA wurde ARP3β (actin-related protein 3 beta) als Referenzgen 
verwendet. Hierfür konnte eine gleichnamige Expression in Kontroll- und Testzellen 
aufgezeigt werden (Anhang 5, Abb. 3-9d, Abb. 3-12d). Die Berechnung der Expe-
rimente erfolgte anhand der „Threshold-Cycles“ (CT). Die „Threshold-Cycles“ der 
mRNA-Expression der murinen und humanen Proben wurden von denen der Hou-
sekeeping-Gene subtrahiert (∆CT) und mit 0,5∆Ctx106 berechnet (arbiträre Einheit, 
siehe 3.1.1, 3.1.2 und 3.2.2). Der CT beschreibt den Zyklus, an welchem die Fluo-
reszenz erstmalig signifikant über die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. 
Der 50µl Ansatz einer RTQ-PCR Reaktion wurde in eine 96well Platte pipettiert 
und setzte sich wie folgt zusammen: 
• 10X SYBR Green PCR Puffer   5µl  (1X f.c.) 
• MgCl2 (25mM)     6µl  (3mM f.c.) 
• dNTP Mix      4µl 
• ddH2O      31,75µl  
• 3` + 5` Primer (10µM)     jeweils 1µl  (0,2µM f.c.) 
• AmpliTaq Gold® DNA Polymerase  0,25µl   
• Template cDNA     1µl 
 
 
Die Zyklen der RTQ-PCR liefen nach den folgenden Konditionen ab: 
 
• Initialisierung:  94°C für 5min 
• Denaturierung:  94°C für 40sek 
• Annealing:   53-55°C für 30sek        45 Zyklen 
• Elongation:    72°C für 30sek 
• Schmelzkurvenanalyse: 50°C→ 95°C 
 
Humane und murine RTQ-PCR Primer 
Um eine Amplifikation genomischer DNA ausschließen zu können, erfolgte die 
Auswahl der RTQ-PCR Primer so, dass der Vorwärts- und Rückwärtsprimer nach 
Möglichkeit auf zwei verschiedenen Exons binden.  





Gen Name Sequenz 5´→3´ Amplikon (bp) 
QmO1for4 CCA AGC TCA AAG CTT CCA GC Orai1 




Gen Name Sequenz 5´→3´ Amplikon (bp) 
QNTIP4 for1 GCC AAG CTT AAA GCC TCC AG Orai1 
QNTIP4 rev1 CAG GCA CTG AAG GCG ATG AG 
130 
QhOrai2 for2 CTC TCC GGC TTT GCC ATG Orai2 
QhOrai2 rev2 GCT GAA GGC AAT CAG CAG C 
88 
QhOrai3 for3 TCC CAG GTA GTG AGT AGC TG Orai3 




2.8 Zellseparation muriner Thymozyten mittels Dynabeads® 
Die hier erläuterte Zell-Separation muriner Thymozyten diente der anschließenden 
Expressionsanalyse von Orai1 in unterschiedlichen Thymozytenpopulationen mit 
RTQ-PCR (3.3.3). Für diese Separation der murinen Thymozyten in DN (doppelt 
negative), DP (doppelt positive) und Einfach Positive (CD4+/CD8+) wurden diese 
zunächst, wie in 2.2 beschrieben, aus C57/Black6 WT-Mäusen isoliert. Die Tren-
nung der Zell-Subpopulationen erfolgte mithilfe von Dynabeads®12,13 („Mouse 
CD4/CD8“) der Firma Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Hierbei handelt es sich um 
gleichförmige und monodisperse magnetische „Kügelchen“, welche an mAK ge-
koppelt sind. Diese sind einerseits für das Lyt 2 (CD8), andererseits für das L3T4 
(CD4) Membran-Antigen spezifisch. Der Ablauf der Protokolle für CD4 und CD8 
Dynabeads ist gleich. Nach dem Waschen der Dynabeads in Puffer1 (1X PBS mit 
                                        
12
 https://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/72_114.45_Dynabeads_Mouse_CD4.pdf (abgerufen 8.7.2007) 
13
 https://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/73_114.47_Dynabeads_Mouse_CD8.pdf  (abgerufen 8.7.2007) 
Tabelle 11: RTQ-PCR Primer (Maus)  
Bezugsquelle: Integrated DNA Technologies, Coralville, USA  
 
Tabelle 12: Humane RTQ-PCR Primer   
Bezugsquelle: Integrated DNA Technologies, Coralville, USA; NTIP4 entspricht hier Orai1  
 




0,1% BSA, ph 7.4) wurden diese zu den Thymozyten pipettiert (25µl Dynabeads/ 
1x107 Zellen). Bevor die Zellen für 2min in einen Magneten gesetzt werden konn-
ten, mussten sie bei 4°C auf einem Rotator für 20min inkubiert werden. Danach 
wurden sie dreimal mithilfe des Magneten in Puffer1 gewaschen und im Falle der 
Isolation von CD4+ sowie von DP-Thymozyten (3. in Abb. 2-4) mit „DETACHa-
BEAD® Mouse CD414“ behandelt. Die Zellen mussten zu diesem Zweck zunächst 
in einer Konzentration von 1x106 Zellen pro 100µl T-Zell-Medium resuspendiert 
werden. Im Anschluss wurden 10µl „DETACHaBEAD® Mouse CD4“ pro 100µl Zell-
suspension hinzugegeben und für 45min bei RT inkubiert. Um im Weiteren den 
Überstand mit den abgelösten Zellen (detached cells) abnehmen zu können, wur-
de das Röhrchen für 3min in den Magneten gesetzt. Abb. 2-4 zeigt den kompletten 
Ablauf des Experimentes. Im Anschluss konnte aus allen vier Zellsubpopulationen 
(DN, DP, CD4+ und CD8+ Thymozyten) RNA isoliert werden, welche nach  erfolgter 
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 https://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/DETACHaBEAD%20Mouse%20CD4.pdf (abgerufen 8.7.2007)  
Abb.  2-4: Zellseparation muriner Thymozyten mittels Dynabeads® 
Schematische Darstellung der Zellseparation muriner WT-Thymozyten mithilfe von CD4/CD8 Dyna-
beads® und CD4 DETACHaBEADS® der Firma Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). DN: doppelt negative 

























2.9 Weitere Materialien  
In Abschnitt 2.9 sind alle verwendeten Materialien und ihre Bezugsquellen aufgelis-




Zellmedium Zusätze und Bezugsquelle 
T-Zell-Medium 500ml RPMI 1640 (VWR, West Chester, USA) 
  55ml Fetal Bovine Serum (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
  15ml Hepes Puffer (VWR, West Chester, USA) 
  5,5ml Penicillin/Streptomycin (VWR, West Chester, USA) 
  5,5ml L-Glutamin (VWR, West Chester, USA 
Medium für Fibroblasten 500ml RPMI 1640 (VWR, West Chester, USA) 
  55ml Bovine Calf Serum (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
  15ml Hepes Puffer (VWR, West Chester, USA) 
  5,5ml Penicillin/Streptomycin (VWR, West Chester, USA) 
  5,5ml L-Glutamin (VWR, West Chester, USA 
LB-Medium (für 1l, ph 7,4) 5g Hefe-Extrakt (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  10g Trypton (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  5g NaCl (American Bioanalytical, Natick, USA) 
 
 
Reagenzien und Verbrauchsmittel Bezugsquelle 
DMEM Invitrogen, Carlsbad, USA 
PBS (10X) Fisher/ Biowhittaker, Pittsburgh, USA 
Trypan-Blau Invitrogen, Carlsbad, USA 
Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  
Cell strainer VWR, West Chester, USA 
Pasteurpipetten VWR, West Chester, USA 
sterile Pipetten  VWR, West Chester, USA 
  (1ml, 5ml, 10ml, 25ml)   
Zellkulturschalen  VWR, West Chester, USA 
  (60mm, 100mm, 150mm)   
„Well-Platten“ VWR, West Chester, USA 
(6, 12, 24, 48, 96 well)   
 
 
Tabelle 13: Zellmedien  
Tabelle 14: Zellkultur: Reagenzien und Verbrauchsmittel  




2.9.2 Lösungen und Puffer 
Lösungen und Puffer Zusätze und Bezugsquelle 
5X DNA Ladepuffer (für 10ml) 5ml TE-Puffer (pH 8,0) (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  5ml 50%iges Glycerol (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  25mg Bromphenolblau (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  
25mg Xylencyanolblau (American Bioanalytical, Natick, USA) 
FACS-Puffer 1% BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
  
1X PBS  
Ficoll Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
IF-WB 1X PBS 
(Immunofluoreszenz Wasch-Puffer) 0,5% NP-40 (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  
0,01% NaN3  
TAC-Lyse Puffer 17mM Tris (American Bioanalytical, Natick, USA)  
  
140 mM NH4Cl  
Tris-Acetat-EDTA-Puffer  
(TAE, 50X) 
242 g Tris-Base (0,8 M)  (American Bioanalytical, Natick, 
USA) 
  57,1 ml Eisessig  (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  
100 ml 0,5 M EDTA-Lösung  (American Bioanalytical, Natick, 
USA) 
  
ddH2O zu 1l   
Tris-Acetat-EDTA-Lauf-Puffer (1X)  40 ml TAE-Puffer (50 x)  
  
ddH2O zu 2l   
Tris-EDTA-Puffer (TE, pH 8,0) 1,21g Tris Base (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  0,372g EDTA (American Bioanalytical, Natick, USA) 
  
ddH2O zu 1l   
 
 
2.9.3 Reagenzien und Chemikalien  
Reagenzien und Chemikalien Bezugsquelle 
Agarose Invitrogen, Carlsbad, USA 
 Ampicillin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma- Aldrich, St. Louis, USA 
Chloroform VWR, West Chester, USA 
DNA Leiter (100bp/1kb) New England Biolabs, Ipswich, USA 
Ethanol Fisher, Pittsburgh, USA 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Formaldehyd VWR, West Chester, USA 
Glycerol American Bioanalytical, Natick, USA 
Glykogen Invitrogen, Carlsbad, USA 
Ionomycin Calbiochem (EMD Biosciences), San Diego, USA 
Isopropanol Fisher, Pittsburgh, USA 
NaCl American Bioanalytical, Natick, USA 
PCR enhancer Invitrogen, Carlsbad, USA 
Tabelle 15: Lösungen und Puffer  




Phorbol-12-Myristat-13-Azetat (PMA) VWR, West Chester, USA 
 
2.9.4 Geräte und Verbrauchsmittel   
Geräte Bezugsquelle 
Autoklav (Fix405) Amsco, Mentor, USA 
Brutschrank (iso temp) Fisher, Pittsburgh, USA 
CO2-Inkubator (Heracell)  Heraeus, Hanau, Deutschland 
Dynal-MPC®-L (Magnet) Invitrogen, Carlsbad, USA 
Elektrophoresekammer (Sub-Cell GT) BioRad, Hercules, USA  
Gefrierschrank (-20°C) Fisher, Pittsburgh, USA 
Gefrierschrank (-80°C) Baxter, Deerfied, USA 
Hochleistungszentrifuge (primoR)  Thermo, Burlington, Kanada 
Kreisschüttler (Orbital) Bellco, Vineland, USA 
Kühlschrank (4°C) VWR, West Chester, USA 
Laborwaage (AJ100) Mettler, Columbus, USA 
Magnetrührer (Nuova) Thermolyne, Dubuque, USA 
Mikrowelle Sears, Hoffman Estates, USA 
Mikrozentrifuge (18) Beckman-Coulter, Fullerton, USA  
Mikrozentrifuge (5415C) Eppendorf, Westbury, USA 
Neubauer-Zählkammer Roth, Karlruhe, Deutschland 
PCR System (2720 Thermal cycler) Applied Biosystems, Foster City, USA 
pH-Meter (Pinnacle 540) Corning, Corning, USA 
Mikropipetten Gilson, Middleton, USA 
(2µl, 10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1000µl) 
  
Power supply (Powerpack 3000) BioRad, Hercules, USA 
Spektralphotometer (Du-640) Beckman-Coulter, Fullerton, USA 
Thermomixer Eppendorf, Westbury, USA 
Umkehrmikroskop (CK2) Gilson, Middleton, USA 
UV-Transilluminator Olympus, Nashua, USA  
Vakuumverdampfer (Speedvac SC110A) Thermo, Burlington, Kanada  
Vortexer (Genie2) VWR, West Chester, USA 
Wärmeblock (standard) VWR, West Chester, USA 







Tabelle 16: Reagenzien und Chemikalien   
Tabelle 17: Geräte   





FACS-Röhrchen  VWR, West Chester, USA 
Filterspitzen (10µl, 20µl, 200µl, 1000µl) VWR, West, Chester, USA 
Mikroröhrchen (1,5ml) Sarstedt, Newton, USA 
PCR Reaktionsgefäße  Applied Biosystems, Foster City, USA 
(8-er Kette mit anhängendem Deckel)    
Zentrifugenröhrchen (15ml, 50ml) VWR, West Chester, USA 




CellQuest BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
EditSeq DNASTAR, Madison, USA 
FlowJo Tree Star, Inc., Ashland, USA 
iCycler IQ  BioRad, Hercules, USA 
MegAlign DNASTAR, Madison, USA 
Office Excel 2003 Microsoft 
PrimerSelect DNASTAR, Madison, USA 
SeqBulider DNASTAR, Madison, USA 
Tabelle 18: Verbrauchsmittel   






3.1 SCID Patienten mit Mutationen in SOCE 
Im Folgenden werden Daten präsentiert, welche die Beteiligung von Orai1, Orai2 
und Orai3 an verschiedenen Immundefizienzen, die durch einen Defekt in SOCE 
und der Funktion des CRAC-Kanals charakterisiert sind, analysieren.  
 
3.1.1 Patienten mit bekannter Mutation (SCID-EDAM) 
Äquivalente Expression von Orai1 in SCID-EDAM und Kontroll-T-Zellen 
Aufgrund der bei den beiden unter 2.1.1 beschriebenen Patienten vorliegenden 
Mutation in Orai1 (R91W) stellte sich zunächst die Frage, ob Unterschiede in der 
Expression von Orai1 in T-Zellen von SCID-EDAM 1 und 2 und T-Zellen mit Wild-
typ-Orai1 (Kontroll-Zellen, 2.1.1) bestehen. Destabilisiert die R91W Mutation in 
SCID-EDAM 1 und 2 die endogene Proteinexpression und trägt so zu dem Immun-
defekt und dem Defekt in SOCE bei? Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine 
intrazelluläre FACS-Färbung mit dem αOrai1-AK, welcher gegen den intrazellulä-
ren C-Terminus (siehe auch Abb. 1-2 und 2.6.3) gerichtet ist, durchgeführt. Der 
2°AK war mit PeCy5.5 konjugiert, wodurch das Signal in Kanal FL3 detektiert wer-
den konnte (2.6.3). Wie in Abb. 3-5 zu erkennen ist, wird Orai1 sowohl in den 
CD8+-T-Zellen der Kontrolle, als auch in den Zellen von SCID-EDAM1 exprimiert 
(roter Graph). Die dazu angegebenen Zahlen stellen, wie bei allen im Rahmen die-








Analog zu Abb. 3-5 sind in Abb. 3-6 Histogramme eines FACS-Experiments darge-
stellt. Es ist zu erkennen, dass kein Unterschied in der Expression von Orai1 zwi-
schen CD4+- und CD8+-T-Zellen von SCID-EDAM 1 und 2 und den Kontroll-Zellen 
vorliegt. Außerdem besteht keine Differenz in der Orai1 Expression zwischen 
CD4+- und CD8+-T-Zellen von SCID-EDAM 1 und 2. Dieses Ergebnis konnte durch  
mehrmaliges Wiederholen der Experimente bestätigt werden. 
 
 
Abb.  3-5: Orai1 Expression in CD8+ Kontroll- und SCID-EDAM-T-Zellen 
Histogramme einer intrazellulären FACS-Färbung zur Orai1 Expression in Kontroll- und SCID-T-Zellen. 
Die Zahlen an den Histogrammen geben den Median an; der rote Graph stellt die Färbung mit dem 
Orai1-Antikörper (αOrai1-AK) + 2°Antikörper (PeCy5.5) dar, der blaue Graph die Färbung nur mit dem 
2°Antikörper. Die Zellen wurden mit einem CD8-PE- und CD4-FITC-Antikörper detektiert (FACS-Plot 
links zeigt exemplarisch die Detektion der Kontroll-T-Zellen).  
Abb.  3-6: Normale Orai1 Expression in CD4+/CD8+ SCID-EDAM-T-Zellen 
Histogramme einer intrazellulären FACS-Färbung zur Orai1 Expression in Kontroll- und SCID-EDAM-T-
Zellen. Normale Orai1 Expression in SCID-EDAM-T-Zellen. Die Zahlen an den Histogrammen geben 
den Median an; Die Farbe der Beschriftung zeigt die Zugehörigkeit des jeweiligen Graphen. Die Zellen 
wurden mit einem CD8-PE- und CD4-FITC-Antikörper detektiert. ctrl.: control 
CD8+-T-Zellen



























































































































































Um die Orai1 Expression auch auf mRNA-Ebene zu analysieren, wurde als nächs-
tes die Methode der RTQ-PCR (2.7.9) gewählt. Um eine alleinige Detektion der 
cDNA in der RTQ-PCR zu gewährleisten und eine Amplifikation genomischer DNA 
ausschließen zu können, umfasste das zu diesem Zweck verwendete Primerpaar 




Die hierfür verwendete RNA (bzw. cDNA) wurde mehrmals unabhängig voneinan-
der aus T-Zellen von SCID-EDAM 1 und 2 und drei verschiedenen Kontroll-
Zelllinien (2.1.1) isoliert (2.7.7). Im Gegensatz zur Protein-Ebene (Abb.  3-5 und 3-
6) war die mRNA von Orai1 in SCID-EDAM 1 und 2 durch die RTQ-PCR fast unde-
tektierbar (Abb. 3-8 a-d).  
Abb.  3-7: Schematischer Aufbau von Orai1 (Ex1/Ex2) 
Die Abbildung zeigt Exon1 und 2 (ex1/ex2) von Orai1; die schwarzen Pfeile zeigen schematisch 
die Bindungsstellen der Primer; der rote Pfeil stellt die grobe Lokalisation der R91W Mutation in 
SCID-EDAM1+2 dar. UTR: untranslated region; bp: Basenpaare 











Durch die Agarose-Gelelektrophorese konnte bei allen Experimenten nur eine 
schwache Bande für Orai1 bei den beiden SCID-Patienten dargestellt werden 
(Abb. 3-8d). Die dreimalige Wiederholung dieses Versuches erbrachte das gleiche 
Ergebnis, welches in Abb.3-8e zusammengefasst ist. Sowohl bei dieser Analyse, 
als auch bei den Folgenden, wurden die „Threshold-Cycles“ (CT) der mRNA-
Expression von Orai1 der Patienten sowie der Kontrollen von der Expression des 
Housekeeping-Gens subtrahiert (∆CT) und die Genexpression als Logarithmus zur 
Basis 0,5 dargestellt (2.7.9, McCarl, C.A. et al. 2009). Die so erhaltenen Werte stel-
len eine willkürliche Einheit dar; höhere Werte zeigen eine höhere Expression an. 
Auch die Durchführung der RTQ-PCR mit einem weiteren Primerpaar (ebenfalls 
Ex1/Ex2), welches weiter entfernt von der R91W-Mutation an der cDNA gebunden 
hat, um eine mögliche eingeschränkte Bindung der Primer aufgrund der Mutation 
ausschließen zu können, zeigte ein vergleichbares Resultat (grafisch nicht darge-
stellt). Vergleichbare Ergebnisse erbrachten ebenfalls Analysen mit der Methode 
Abb.  3-8: Verminderte mRNA-Expression von Orai1 in SCID-EDAM1+2 
a) und b) zeigen den Verlauf der RTQ-PCR für das Housekeeping-Gen ARP3β und Orai1, c) 1.Ableitung 
der Schmelzkurve für Orai1, d) Aufnahme einer Agarose-Gelelektrophorese unter einer UV-Lampe (je-
weils Tripletts der einzelnen Proben). e) logarithmische Darstellung der Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen von 3 RTQ-PCR-Experimenten. RNA aus T-Zellen isoliert. ARP3β: actin-related protein; ctrl.: 






















































































des Northern-Blots (McCarl, C.A. et al. 2009). Der Grund dieser Resultate könnte 
ein Nonsens vermittelter mRNA Abbau (nonsense-mediated mRNA decay: Ma-
quat, L. E. 2004) oder ein anderer Mechanismus sein, der zu einer schnellen De-
gradation der mRNA führt (McCarl, C.A. et al. 2009).   
 
Keine erhöhte Expression von Orai2 oder Orai3 bei SCID-EDAM1 und 2 
Dass die Überexpression von Orai3, jedoch nicht die von Orai2, den Ca2+-Einstrom 
in CRAC-defizienten T-Zellen der SCID-Patienten teilweise wiederherstellen kann, 
wurde in der Literatur 2007 von Gwack et al. beschrieben. Diese Tatsache führte 
zu der Frage, ob die Expression von Orai2 oder Orai3 in T-Zellen von SCID-
Patienten „hochreguliert“ wird, um potentiell kompensatorisch auf den Defekt im 
Ca2+-Einstrom einzuwirken. Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine RTQ-PCR 
(2.7.9) mit RNA (bzw. cDNA) aus T-Zellen von SCID-EDAM1 und 2 und drei Orai1-
Wildtyp-Kontrollen durchgeführt (2.1.1). Wie in Abb. 3-9d zu erkennen ist, war die 
mRNA von Orai2 und Orai3 in SCID-EDAM 1 und 2 sowie in allen drei Kontrollen 
detektierbar. Alle drei Wiederholungen des Experimentes kamen zu dem gleichen 







Es konnte somit gezeigt werden, dass kein Unterschied in der Expression von   
Orai2 und 3 zwischen den beiden SCID-Patienten und den Wildtyp-Kontrollen be-
steht. Eine Aussage über eventuelle Unterschiede in der Höhe der Expression von 
Orai2 und Orai3 ist mit dieser Methode nicht möglich.     
 
3.1.2 SCID-Patient mit neuer Mutation in Orai1 (SCID-GRE) 
Insertions-Mutation in Orai1 bei SCID-GRE  
Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte noch keine genetische Ursache für dieses 
Krankheitsgeschehen von SCID-GRE (2.1.2) ausgemacht werden (Partiseti, M. et 
al. 1994a). Daher stellte sich die Frage, ob Mutationen oder eine aberrante Ex-
pression von Orai1 für den Defekt in SOCE und die Immundefizienz des Patienten 
verantwortlich sein könnten. Durch das Sequenzieren genomischer DNA von 
SCID-GRE im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Insertion eines einzelnen Nukleo-
Abb.  3-9: Normale mRNA-Expression von Orai2 und Orai3 in SCID-EDAM1+2 
Auswertung einer RTQ-PCR zur mRNA Expression von Orai2 und Orai3 in T-Zellen von SCD-EDAM1+2 
sowie drei WT-Kontrollen. a), b) und c) zeigen den Verlauf der RTQ-PCR für das Housekeeping-Gen 
ARP3β, Orai2 und Orai3, d) Aufnahme einer Agarose-Gelelektrophorese unter einer UV-Lampe (jeweils 
Tripletts der einzelnen Proben), e) logarithmische Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen 
von jeweils 3 RTQ-PCR-Experimenten für Orai2 und Orai3. RNA aus T-Zellen isoliert. ARP3β: actin-











































































































































tids (insertion of Adenin: insA, Abb. 3-10a) in Exon1 von Orai1 aufgedeckt werden. 
Wie die Abbildungen 3-10b-c aufzeigen, wurde zusätzlich die DNA eines Bruders 
und einer Schwester von SCID-GRE sequenziert. Anlass dieser zusätzlichen Se-
quenzanalysen war die mögliche Identifizierung heterozygoter Träger dieser Muta-
tion. Bei beiden Geschwistern von SCID-GRE lies sich jedoch die WT-Sequenz 
von Orai1 ermitteln und somit konnte weder eine Hetrozygosität noch eine Mutati-
on in Orai1 festgestellt werden.  
 
 
Die Insertion von Adenin, zwischen Position 257 und 258 der kodierenden Se-
quenz, führt zu einer Verschiebung des Leserasters. Durch diesen Rasterschub 
kommt es zu einem vorzeitigen Stopp-Codon und einem verkürzten Protein. Da-
durch, dass die Aminosäure-Reste 88-111 (siehe Abb. 3-10), welche für das erste 
transmembrane Segment von Wildtyp-Orai1 kodieren (Feske, S. et al. 2006), durch 
den Frameshift komplett verändert sind, fehlen dem mutierten Protein von SCID-
Abb.  3-10: Neue Mutation in Exon1 von Orai1 bei SCID-GRE 
Sequenzrchromatogramme für Exon1 von Orai1 für SCID-GRE und Geschwister. a) Sequenzier-
Ergebnis von SCID-GRE; durch die Insertion von Adenin zwischen Position 257 und 258 der kodiernden 
Sequenz kommt es zu einem Rasterschub mit vorzeitigem Stopp-Codon, was zu einem verkürzten Pro-
tein führt (dargestellt als roter Punkt in der Aminosäuresequenz), b)+c)  keine Mutation in der Sequenz 
eines Bruders (b) und einer Schwester (c). Ermittlung der Sequenzen mit Hilfe des Dana-Farber/Harvard 
Cancer Center DNA Resource Core (Boston, USA).  
ins: insertion; A: Adenin; T: Thymin; Kleinbuchstaben: kodierende mRNA Sequenz; Großbuchstaben: 
Aminosäurensequenz 
Orai1: 
Exon1         
insA
WT:  cgcgccaagcttaaagcctccagccgg (243-269)
insA: cgcgccaagcttaaaagcctccagccgg

















GRE alle vier transmembranen Domänen von Orai1 (siehe auch Abb. 1-2). Die 
zunächst verwendete DNA wurde von der Gruppe um Prof. Alain Fischer von der  
INSERM-Abteilung für Pädiatrische Immunologie und Hämatologie am Hôpital Ne-
cker des Enfants Malades in Paris (Frankreich) aus Fibroblasten der Patienten iso-
liert. Wie der Tabelle 20a und b zu entnehmen ist, dienten sowohl direkte PCR-
Produkte (Anhang 6), als auch Klone (2.7.4 und Anhang 8) als Grundlage der Se-
quenzanalyse (2.7.6). Zur Bestätigung des Ergebnisses wurde zusätzlich selbst-
ständig DNA aus kultivierten Fibroblasten von SCID-GRE isoliert (2.7.1) und se-
quenziert (2.7.6). Durch diese zusätzlichen Analysen war es möglich das Ergebnis 




Verminderte Expression von Orai1 in SCID-GRE Patient  
Analog zu den beiden Patienten SCID-EDAM 1 und 2 (3.1.1) erfolgte auch bei 
SCID-GRE die Durchführung einer intrazellulären FACS-Färbung (2.6.2) und einer 
RTQ-PCR (2.7.9) zur Analyse der Orai1-Expression. Da die Frameshift-Mutation in 
Orai1 bei SCID-GRE zu einem vorhergesagten vorzeitigen Stopp-Codon führt, war, 
aufgrund eines wahrscheinlichen Nonsens vermittelten mRNA Abbaus, eine deutli-
Tabelle 20: Sequenzier-Ergebnis Orai1 Exon1: SCID-GRE 
a) Sequenzieren von direkten PCR-Produkten mit Anzahl der Bestätigungen der 257-258insA Muta-
tion bei SCID-GRE b) Sequenzieren von Klonen mit Anzahl der Bestätigungen der 257-258insA-
































che Verminderung der Protein- und mRNA-Expression zu erwarten. Zudem konnte 
aufgrund der Tatsache, dass der zurzeit einzige zur Verfügung stehende Orai1 AK 
den C-Terminus (siehe auch Abb. 1-2) des Proteins erkennt und dieser bei SCID-
GRE wahrscheinlich nicht exprimiert wird, ein deutlich vermindertes oder abge-
schwächtes Signal in der Durchflusszytometrie angenommen werden. Für die 
Durchführung der Analysen wurden Fibroblasten von SCID-GRE verwendet 
(2.1.2). Wie vermutet, zeigte die durchflusszytometrische Analyse mit dem intrazel-
lulären Orai1 AK, dass die Protein-Expression von endogenem Orai1 in 
Fibroblasten des SCID-GRE Patienten im Vergleich zu den Kontroll-Zellen (2.1.2) 
stark vermindert war (Abb. 3-11). Dieses Ergebnis unterscheidet sich von jenem 
der SCID-EDAM-Patienten. In diesem Fall war der 2°AK mit Cy3 gekoppelt, wo-
durch das Signal in Kanal FL2 detektiert werden konnte. Als weitere Kontrollen 
dienten Fibroblasten von SCID-GRE, die von Prof. Feske (CBR Institute for Bio-
medical Research, Harvard Medical School, Boston, USA) sowohl mit einem Orai1-
Vektor, als auch mit einem leeren Vektor transduziert worden waren (2.5). In den 
Orai1 überexprimierenden SCID-GRE-Fibroblasten war ein deutlich verstärktes 
Signal (Abb. 3-11) zu erkennen, wohingegen das Signal der mit einem leeren Vek-




Zudem konnte, wie der Abb. 3-12 zu entnehmen ist, die mRNA von Orai1 in SCID-
GRE durch die RTQ-PCR kaum detektiert werden. Im Vergleich zu den beiden 
WT-Kontrollen und den Orai1 überexprimierenden SCID-GRE-Fibroblasten war die 
Abb.  3-11: Verminderte Orai1- Expression in SCID-GRE 
Histogramm einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in SCID-
GRE-Fibroblasten. Geringere Expression von Orai1 in SICD-GRE (dunkelblauer Graph), als in 
den Kontrollen (hellblauer Graph). Als Kontrollen dienten WT-Fibroblasten, sowie mit WT-Orai1 
transduzierte SCID-GRE-Fibroblasten. Der 2° AK war in diesem Fall mit Cy3 „gelabelt“  
SCID-GRE-Fibroblasten + leerer Vektor
SCID-GRE-Fibroblasten + Orai1 Vektor
Untransduzierte Kontroll-Fibroblasten
Untransduzierte SCID-GRE-Fibroblasten

























Intensität der Banden für SCID-GRE in der Agararose-Gelelektrophorese in allen 
Versuchen deutlich schwächer (Abb. 3-12d). Ein vergleichbares Ergebnis erbrach-
ten Analysen durch Northern-Blot (McCarl, C.A. et al. 2009).  
 
 
Wie bei SCID-EDAM könnte hierfür ein Nonsens vermittelter mRNA Abbau oder 
ein anderer Mechanismus der mRNA Degradation verantwortlich sein. Das ver-
wendete Primerpaar umfasste auch hier die Exon1- und 2-Grenze von Orai1. Die 
RNA wurde mehrfach unabhängig voneinander aus Fibroblasten von SCID-GRE, 
aus zwei verschiedenen Kontrollen sowie aus Zellen, die Orai1 überexprimieren 
(2.1.2), isoliert (2.7.7). 
 
Abb.  3-12: Verminderte mRNA-Expression von Orai1 bei SCID-GRE 
Auswertung einer RTQ-PCR zur mRNA Expression von Orai1 in Fibroblasten von SCD-GRE 
sowie zwei WT-Kontrollen. a) und b) zeigen den Verlauf der RTQ-PCR für das Housekeeping-
Gen ARP3β und Orai1, c) 1. Ableitung der Schmelzkurve für Orai1, d) Aufnahme einer Agarose-
Gelelektrophorese unter einer UV-Lampe (jeweils Tripletts der einzelnen Proben). e) logarithmi-
sche Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen von vier RTQ-PCR-Experimenten. 
RNA wurde aus Fibroblasten isoliert. ARP3β: actin-related protein; ctrl.: control; bp: Basenpaare; 




































































































3.1.3 Keine Mutation in Orai2 und Orai3 bei SCID-4 und SCID-5  
Sequenzanalyse der Orai2 und Orai3 Gene für SCID-4 und SCID-5  
Da die retrovirale Überexpression von Orai1 und STIM1 in Fibroblasten von   
SCID-4 und SCID-5 (2.1.3) den Ca2+-Einstrom nicht steigern konnte (McCarl, C.A. 
et al. 2009), stellte sich die Frage, ob eine eventuelle Mutation in Orai2 oder Orai3 
bei diesen beiden SCID-Patienten die Ursache der Ca2+-Defizienz sein kann. Wie 
der Tabelle 21 a und b zu entnehmen ist, wurde zu diesem Zweck eine Sequenz-
analyse (2.7.6) anhand genomischer DNA von SCID-4 und SCID-5 durchgeführt. 
Hierzu erfolgte die Sequenzierung von Klonen (2.7.4) für die jeweiligen Exons von 
Orai2 (3 Exons) und Orai3 (2 Exons). Die notwendige DNA wurde zuvor aus 
Fibroblasten isoliert (2.7.1), anschließend durch ein PCR-Verfahren (2.7.2) amplifi-
ziert und in einen pCR®2.1-TOPO TA-Vektor (2.7.4) kloniert. Die Auswertungen 
aller sequenzierten Klone erbrachte für die Exons1, -2 und -3 von Orai2 (Tabelle 
21a) und für die Exons1 und -2 von Orai3 (Tabelle 21b) bei SCID-4 und SCID-5 




Tabelle 21: Sequenzier-Ergebnis: SCID-4 und SCID-5 
a) Sequenzieren klonaler DNA von SCID-4 und SCID-5 für Exon1, 2, und 3 von Orai2, die 
Wiederholungen für alle drei Exons ergaben bei beiden Patienten die WT-Sequenz b) Se-
quenzieren klonaler DNA von SCID-4 und SCID-5 für Exon1 und 2 von Orai3, die Wiederho-









































3.2 Phänotypische Analyse von Orai1 „knock-in“ Mäusen 
Der folgende Ergebnisteil beschäftigt sich mit dem ersten Tiermodell, an welchem 
SOCE in vivo studiert werden konnte. Hierbei stand die phänotypische Analyse der 
Differenzierung und Aktivierung von Lymphozyten aus Orai1 transgenen Mäusen 
im Vordergrund. 
 
3.2.1 Generierung der Orai1 KI  Mäuse und „fetal liver chimeras“ 
Um die Rolle von Orai1 in vivo zu analysieren, generierten Prof. Feske und Dr. Oh-
hora (beide CBR Institute for Biomedical Research, Harvard Medical School, Bos-
ton, USA) transgene Orai1 „knock-in“ Mäuse (KI). Diese Mäuse sind transgen für 
eine C→T Mutation an Position 271 von Exon1 in Orai1, welche äquivalent zur Mu-
tation in den beiden SCID-EDAM Patienten (2.1.1) zu einem R91W Austausch 
(Abb. 3-13a) führen sollte. Für die Generierung der Mäuse mit einem „C57/Black6-
Hintergrund“ wurde das Cre/lox-Rekombinationssystem (Abb. 3-13b) angewandt, 
mit dessen Hilfe es möglich ist, eine Mutation in die DNA zu integrieren (Mallo, M. 
2006a). Die Absicht dieses Vorhabens lag darin, die Funktion des CRAC-Kanals 
aufzuheben. Durch dieses Modell ist es erstmals möglich, die Rolle von Ca2+-
Signalen für die Lymphozyten-Entwicklung und -Aktivierung in vivo zu untersuchen.  
 
 
Abb.  3-13: Vektorkonstrukt für Orai1Ki/Ki Mäuse 
a) Orai1 mit den vier transmembranen Domänen (TM1-4) und intrazellulärem N- und C-Terminus, mit 
dem roten Pfeil gekennzeichnet ist die Lokalisation der R91W-Mutation (C/T) in TM1, b) Vektorkon-
strukt zur Generierung der Orai1 KI Mäuse mit integrierter Mutation (C/T)  
C/T: Austausch von Cytosin und Tyrosin; loxP: „locus of crossing over of P1“ (Basensequenz der 
DNA, welche als Erkennungssequenz für die Rekombinase cre dient); cre: cyclization recombination; 
Neo: Neomycinresistenzgen; Xmn1 und EcoR1: Restriktionsenzyme  



































Jedoch konnten keine der homozygoten Orai1 KI Mäuse (Orai1Ki/Ki) lebend gebo-
ren werden. Aus diesem Grund erfolgte die Durchführung eines fetalen Leberzell-
Transfers (Abb. 3-14). Zur Herstellung dieser fetalen Leberzell-Chimären (FL-
Chimären) mussten embryonale Leberzellen, welche sowohl von Orai1Ki/Ki-Mäusen 
als auch von Wildtyp-Mäusen am 14. Tag der Embryonalentwicklung isoliert wur-
den, in die Schwanzvene von bestrahlten RAG2-/-γc-/--Mäusen (RAG2 und com-
mon-gamma-chain Doppel-knock-out) injiziert werden. Diese Mäuse weisen eine 
reduzierte Anzahl von T-und B-Zellen sowie das Fehlen von NK-Zellen auf (Gold-
man, J. P. 1998). 
 
 
3.2.2 Analyse der T- und B-Zell-Entwicklung  
Bei der folgenden Analyse stand die Charakterisierung der Präsenz von T-Zellen, 
B-Zellen und weiteren Zellarten in Thymus und Milz von Orai1 KI Mäusen im Vor-
dergrund. Diese erfolgte anhand von Zelloberflächenmarkern durch die Methode 
der Durchflusszytometrie (2.6). Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf eventuel-
len Anzeichen einer eingeschränkten Entwicklung dieser Zelltypen sowie auf der 
Differenzierung in Gedächtnis-T-Zellen, bedingt durch den stark reduzierten Ca2+-
Einstrom in den Lymphozyten von OraiKi/Ki-Chimären (unveröffentlichte Daten Prof. 
Feske, CBR Institute for Biomedcial Research, Harvard Medical School, Boston, 
USA). Sowohl die Thymozyten, als auch die Milzzellen wurden für diesen Zweck 
aus acht bis zwölf Wochen alten FL-Chimären isoliert (2.2). Dies geschah vier bis 
acht Wochen nach der Injektion fetaler Leberzellen von Orai1Ki/Ki und Wildtyp-
Mäusen. Für alle statistischen Auswertungen in 3.2.2 wurde der Mittelwert der Pro-
zentzahlen der jeweiligen Zellen in allen FACS-Analysen herangezogen.   
Abb.  3-14: Injektion fetaler Leberzellen  
Am 14.Tag der Embryonalentwicklung wurden Leberzellen sowohl von Orai1KI, als auch von Wildtyp-
Mäusen in die Schwanzvene von RAG2-/-γc-/--Mäusen injiziert.  
+/+: Wildtyp für Orai1; Ki/+:heterozygot; Ki/Ki: homozygot; rad: radiation absorbed dose; B6: Black6-
Maus; x: gekreuzt  
B6 Orai1 Ki/+ x B6 Orai1 Ki/+
Tag der
Embryonal-












Normale T-Zell-Entwicklung in Orai1Ki/Ki-Mäusen 
• Thymozyten-Entwicklung: 
Ca2+-Signalen wird in der Literatur eine Rolle beim Übergang unreifer Thymozyten 
vom DN zum CD4+CD8+ Doppelt-Positivem (DP) Stadium (von Boehmer, H. und 
Fehling, H. J. 1997a) sowie bei der positiven Selektion von T-Zellen (Bhakta, N. R. 
et al. 2005a) nachgesagt. Aufgrund des reduzierten Ca2+-Signals in den Lympho-
zyten von Orai1Ki/Ki-Mäusen (unveröffentlichte Daten) stellte sich die Frage, ob eine 
eventuelle Beeinträchtigung der T-Zell-Entwicklung in diesen Mäusen vorliegt. Um 
diese Frage zu beantworten, wurden Thymozyten der Orai1Ki/ki FL-Chimären mit 
Antikörpern gegen CD4, CD8, TCRβ und CD69 gefärbt. Wie anhand der FACS-
Plots in Abb. 3-15a und b zu sehen ist, liegt keine Beeinträchtigung der T-Zell-
Entwicklung bei Orai1Ki/Ki-Mäusen vor. Abb. 3-15a zeigt die Stadien der Thymozy-
ten-Entwicklung: DN → DP → CD4+/CD8+ (Janeway, C. et al. 2005, Laurent, J. et 
al. 2004). Die größere Anzahl von DN Thymozyten bei Orai1 WT-Mäusen (Abb. 3-
15a links unten) ist ein Anzeichen der individuellen Entwicklung einzelner Mäuse 
und konnte beim fünffachen Wiederholen der Experimente (Abb. 3-15c) ebenfalls 
bei KI-Mäusen beobachtet werden. Somit stellt dies kein Erscheinungsbild eines 
eventuellen Phenotyps dar. Auch bei der Expression von TCRβ und CD69 auf der 
Oberfläche von DP Thymozyten (Abb. 3-15b), welche einen erfolgreichen Über-
gang in das DP Stadium der T-Zell-Entwicklung anzeigen (Takahama, Y. 2006), ist 








• Stadien der DN Thymozyten: 
Betrachtet man weitere Stadien der Thymozyten-Entwicklung genauer (Abb. 3-16 
a-c), wird auch hier deutlich, dass es keine fundamentale Behinderung in der Ent-
wicklung gibt. Hierzu wurden die Thymozyten der WT- und KI-Mäuse mit Oberflä-
chenmarkern für CD4/CD8, CD25 und CD44 gefärbt, wodurch sich die verschiede-
nen Entwicklungs-Stadien der DN-Thymozyten darstellen lassen (Abb. 3-16b und 
d): CD44+CD25- (DN1), CD44+CD25+ (DN2), CD44-CD25+ (DN3), CD44-CD25- 
(DN4) (Janeway, C. et al. 2005, Laurent, J. et al. 2004). Die größte Anzahl der DN 
Zellen befindet sich, sowohl bei Orai1Ki/Ki, als auch bei den WT-Mäusen, im Stadi-
um DN4. Dieses Ergebnis ließ sich auch durch dreimaliges Wiederholen des Expe-
rimentes bestätigen (Abb. 3-16c). 
 
Abb.  3-15: Normale Thymozyten-Entwicklung in Orai1Ki/Ki-Mäusen 
Auswertung einer FACS-Färbung mit Oberflächenantikörpern bei acht Wochen alten RAG2-/-γc-/--
Mäusen, vier Wochen nach Injektion mit fetalen Orai1Ki/Ki Leberzellen: a) kein Unterschied in den „gro-
ßen“ Stadien der Thymozyten-Entwicklung (DN,DP,CD4+,CD8+ Thymozyten) zwischen Orai1 KI und WT 
Mäusen, b) kein Unterschied  zwischen Orai1 KI und WT Mäusen in TCRβ+ und CD69+ DP Thymozyten, 
c) Vergleich der Thymozyten-Entwicklung nach fünf Experimenten 




















































































































































• Normale T-Zell-Differenzierung in der Milz von transgenen Orai1 Mäusen: 
Kommt es durch „non-functional“ Orai1 zu einer beeinträchtigten Aktivierung und 
Differenzierung von T-Zellen in der Peripherie? Zur Beantwortung dieser wichtigen 
Frage wurde eine Färbung der Milzzellen von WT- und KI-Mäusen mit Antikörpern 
gegen CD4, CD8, CD62L und CD44 durchgeführt (Abb. 3-17). Dadurch lassen sich 
sowohl  naive T-Zellen (CD4+/CD8+CD44-CD62L+), als auch Gedächtnis-T-Zellen 
(CD4+/CD8+CD44+CD62L-) detektieren (Janeway, C. et al. 2005). In Abb. 3-17a 
sind FACS-Plots für CD4+ und CD8+ T-Zellen dargestellt. Um zwischen naiven und 
Gedächtnis-T-Zellen zu differenzieren, wurde auf CD4+ bzw. auf CD8+ Zellen „ge-
gated“ (Abb. 3-17b). Betrachtet man sowohl diese einzelnen FACS-Plots, als auch 
die Auswertung nach fünf Experimenten (Abb. 3-17c und d), lassen sich keine 
schwerwiegenden Beeinträchtigungen in der peripheren T-Zell-Differenzierung 
feststellen. Zu erkennen sind lediglich kleine Unterschiede zwischen Orai1Ki/Ki und 
WT-Mäusen bei den CD4+ Gedächtnis-T-Zellen und den CD8+ naiven T-Zellen 
(Abb. 3-17c und d). 
Abb.  3-16: Normale Anzahl der DN Thymozyten in Orai1Ki/Ki-Mäusen 
Auswertung einer FACS-Färbung mit Oberflächenantikörpern bei acht Wochen alten RAG2-/-γc-/--
Mäusen, vier Wochen nach Injektion mit fetalen Orai1Ki/Ki Leberzellen: a) DN und DP Thymozyten in  
Orai1 KI und WT Mäusen, b) „gegated“ auf die DN Thymozyten, kein Unterschied  zwischen Orai1 KI 
und WT Mäusen in den verschiedenen Stadien der DN Thymozyten, c) Vergleich der DN Thymozyten 
nach drei Experimenten, d) schematische Darstellung der verschiedenen Stadien der DN-Thymozyten-
Entwicklung. DN1: CD44+CD25-; DN2: CD44+CD25+, DN3: CD44-CD25+; DN4: CD44-CD25-; DP: doppelt 
positive Thymozyten; WT: Wildtyp  
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Normale B-Zell-Entwicklung in Orai1Ki/Ki Mäusen 
Zur Klärung der Frage, ob die B-Zell-Entwicklung in Orai1Ki/Ki Mäusen beeinträchtigt 
ist, wurden Milzzellen von Orai1Ki/Ki und WT-Mäusen mit Antikörpern gegen AA4.1, 
B220, IgD und IgM gefärbt (Abb. 3-18). Die Kombination dieser Antikörper erlaubte 
eine Differenzierung in unreife, transitionale und reife B-Zellen. Sowohl AA4.1, als 
auch B220, werden ab dem frühen Stadium der Pro-B-Zelle  exprimiert. AA4.1 wird 
jedoch, im Vergleich zu B220, auf der reifen B-Zelle nicht mehr exprimiert (Jane-
way, C. et al. 2005). Somit ist eine Unterscheidung zwischen unreifen 
(B220+AA4.1+) und reifen B-Zellen (B220+AA4.1-) möglich. Durch die Färbung mit 
IgM und IgD ist eine weitere Differenzierung der B-Zellen möglich: IgM+IgD- werden 
als unreife B-Zellen, IgM+IgD+ als Transitional-Zellen vom Typ2 und IgM-IgD+ als 
reife B-Zellen beschrieben (Carsetti, R. et al. 1995, Loder, F. et al. 1999). Die Dar-
Abb.  3-17: Normale T-Zell-Differenzierung in der Milz von Orai1Ki/Ki-Mäusen 
Auswertung einer FACS-Färbung mit Oberflächenantikörpern bei acht Wochen alten RAG2-/-γc-/--
Mäusen, vier Wochen nach Injektion mit fetalen Orai1Ki/Ki Leberzellen: a) CD4+ und CD8+ T-Zellen in  
Orai1 KI und WT Mäusen, b) „gegated“ auf  CD4+ und CD8+ T-Zellen, minimale Unterschiede zwischen 
Orai1 KI und WT Mäusen bei naiven und Gedächtnis-T-Zellen, c)+d) Vergleich von  CD4+ (c) und  CD8+ 
(d) naiven und Gedächtnis-T-Zellen in KI und WT nach fünf Experimenten 
Naive T-Zellen: CD62L+CD44-; Gedächtnis-T-Zellen: CD62L-CD44+  



























































































































































































stellungen der FACS-Analyse in Abb. 3-18a und b machen deutlich, dass es keine 
Beeinträchtigung in der B-Zell-Entwicklung Orai1 defizienter Mäuse gibt. Auch die 
Auswertung nach fünf erfolgten Experimenten in Abb. 3-18 c zeigt lediglich minima-
le Abweichungen zwischen Orai1Ki/Ki- und WT-Mäusen in den genannten Stadien 




Gibt es einen Unterschied in der Anzahl peripherer T- und B-Zellen in Orai1Ki/Ki- 
und WT-Mäusen?  
Wie Abb. 3-19 zu entnehmen ist, ist die Anzahl peripherer T- und B-Zellen in bei-
den Maus-Typen vergleichbar. Für diese Analyse wurden die Milzzellen mit Anti-
körpern gegen CD4, CD8 und B220 gefärbt. Dadurch ist es möglich zwischen 
CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie zwischen B-Zellen (B220+) zu differenzieren. Auch 
die statistische Auswertung nach fünf Experimenten, welche in Abb. 3-19 b darge-
stellt ist, konnte keine grundlegenden Unterschiede zwischen Orai1Ki/Ki- und WT-
Mäusen in der Anzahl peripherer Lymphozyten aufzeigen.  
Abb.  3-18: Normale B-Zell-Entwicklung in Orai1Ki/Ki-Mäusen 
Auswertung einer FACS-Färbung in Milz-Zellen mit Oberflächenantikörpern bei acht Wochen alten   
RAG2-/-γc-/--Mäusen, vier Wochen nach Injektion mit fetalen Orai1Ki/Ki Leberzellen: a) vergleichbare An-
zahl reifer (AA4.1-B220+) und unreifer (AA4.1+B220+) B-Zellen in der Milz von Orai1 KI und WT Mäusen, 
b) vergleichbare Anzahl reifer (IgD+), transitionaler (IgM+IgD+) und unreifer (IgM+IgD-) B-Zellen in WT und 
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Zusammengefasst lässt sich festhalten, dass Orai1Ki/Ki-Mäuse mit einem beein-
trächtigten Ca2+-Einstrom und reduzierten CRAC-Funktion anscheinend eine nor-
male Entwicklung und Differenzierung von T- und B-Zellen aufzeigen.  
 
 
3.3 Orai1 Expression im murinen Immunsystem  
Wie in 3.1 beschrieben, gibt es SCID-Patienten mit Mutationen in Orai1, deren Er-
krankungsgeschehen durch einen dominanten T-Zell-Defekt geprägt ist. Wichtige 
Fragen sind daher, in welchen weiteren Immunzellen Orai1 exprimiert wird und, ob 
es eine mögliche Korrelation von Expression und Funktion gibt. Die im Folgenden 
aufgeführten Experimente dienen der Charakterisierung der Expression von Orai1 
in Immunzellen von C57/Black6 WT-Mäusen. Ein weiteres großes Interesse dieses 
Vorgehen lag darin, aufzeigen zu können, dass Orai1 in T- und B-Lymphozyten der 
Maus exprimiert wird und sich Orai1 „knock-in“ Mäuse, wie sie in 3.2 dargestellt 
wurden, daher als Tiermodell eignen. Für dieses Vorhaben wurden die Methoden 
der Durchflusszytometrie (2.6) und der RTQ-PCR (2.7.9) gewählt. Die FACS-
Abb.  3-19: Normale Anzahl peripherer T- und B-Zellen in Orai1Ki/Ki-Mäusen 
Auswertung einer FACS-Färbung in Milz-Zellen mit Oberflächenantikörpern bei acht Wochen alten   
RAG2-/-γc-/--Mäusen, vier Wochen nach Injektion mit fetalen Orai1Ki/Ki Leberzellen: a) vergleichbare An-
zahl B-Zellen (B220), CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Milz von Orai1 KI und WT Mäusen, b) Vergleich 
von B-Zellen, CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Milz von Orai1 KI und WT Mäusen fünf Experimenten  
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Analysen wurden erneut mit einem intrazellulären αOrai1 AK (2.6.3) in Kombinati-
on mit Oberflächenmarkern für T-, B- und NK-Zellen sowie mit Markern für weitere 
Immunzellen (2.6.3) durchgeführt. Die Spezifität des αOrai1 AK konnte durch die 
Zugabe von Orai1-Peptid zu manchen Proben belegt werden (Peptid-Block, 2.6.2). 
Die Experimente unter 3.3 sind für manche Zellarten exemplarisch aufgeführt und 
mit den nicht erwähnten Zelltypen statistisch zusammengefasst. Die für diesen 
Zweck benötigten Zellen wurden zuvor aus Lymphknoten, Milz, Thymus oder durch 
peritoneale Lavage (2.2) isoliert.  
 
3.3.1 Orai1 Expression in murinen Lymphknoten-Zellen   
Die Zellen für diese Analysen wurden aus den Lymphknoten von C57/Black6-WT-
Mäusen isoliert. Bei dem der Abb. 3-20 zugrunde liegenden FACS-Experiment 
dienten CD4-FITC-Antikörper zur Detektion der murinen CD4+ T-Zellen. Diese Ab-
bildung zeigt deutlich, dass Orai1 nicht nur auf humanen T-Zellen (vgl. humane 
Kontroll-Zellen in 3.1.1 und 3.1.2), sondern auch auf CD4+ T-Zellen von WT-
Mäusen exprimiert wird. Im FACS-Histogramm ist ein eindeutiger Unterschied zwi-
schen den Färbungen, die mit dem αOrai1 AK und dem 2°AK durchgeführt wurden 
und denen mit der ausschließlichen Zugabe des 2°AK, zu erkennen. Ebenfalls 
deutlich negativer sind die Färbungen bei denen Orai1-Peptid hinzugegeben wur-
de, was die Spezifität des intrazellulären αOrai1 AK anzeigt.  
 
 
Abb.  3-20: Orai1 wird auf murinen CD4+-T-Zellen exprimiert 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in Lymphknoten-
Zellen von acht Wochen alten Black6 WT-Mäusen in Kombination mit Oberflächenantikörpern. Orai1 
wird auf CD4+ T-Zellen exprimiert (roter Graph). Beweis der Spezifität des αOrai1-AK durch Peptid-
Zugabe (grüner Graph). Neben den Median-Werten an den Histogrammen wurde jeweils das Verhältnis 
aus den Färbungen mit dem αOrai1 AK+2°AK und denen ohne αOrai1 AK (nur 2°AK) berechnet. 
2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; die Zahlen an den Histogrammen geben den 
Median-Wert an  





























































Bei den im Folgenden dargestellten durchflusszytometrischen Experimenten, deren 
Auswertungen in Abb. 3-21 demonstriert werden, erfolgte eine erneute Detektion 
der murinen T-Zellen mit CD4-FITC-Antikörpren. Zusätzlich kamen Oberflächen-
marker für regulatorische und aktivierte T-Zellen zum Einsatz. Betrachtet man die 
regulatorischen T-Zellen (Treg), die als CD4+CD25+GITR+ T-Zellen definiert sind 
(Cupedo, T. et al. 2005a) sowie diejenigen, welche als CD4+CD25+CD69- (Jane-
way, C. et al. 2005) abgegrenzt werden können, fällt auch hier eine deutliche Ex-
pression von Orai1 auf. Eine ebenfalls eindeutige Orai1 Expression ist in den akti-
vierten CD4+ T-Zellen der Maus, welche positiv für das frühe Aktivierungs-Antigen 
CD69 sind (Marzio, R. et al. 1999), zu erkennen. Die Expression von Orai1 in die-
sen Zellarten ist nicht nur anhand dieses Beispiels, sondern auch nach der Aus-
wertung weiterer sechs Untersuchungen vergleichbar (Abb. 3-23). 
 
Abb.  3-21: Orai1 wird auf aktivierten und regulatorischen T-Zellen exprimiert 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in Lymphknoten-
Zellen von vier Wochen alten Black6 WT-Mäusen in Kombination mit Oberflächenantikörpern. Die Fär-
bungen wurden mit CD4-, CD25-, GITR- und CD69-Antikörpern durchgeführt; danach wurde auf die 
CD4+ T-Zellen „gegated“, um die regulatorischen T-Zellen und aktivierten T-Zellen darzustellen. Beweis 
der Spezifität des αOrai1-AK durch Peptid-Zugabe (grüner Graph). Orai1 wird vergleichbar auf regulato-
rischen T-Zellen, die CD4+CD25+GITR+ sind, auf regulatorischen T-Zellen, die CD4+CD25+CD69- sind 
und aktivierten T-Zellen (CD4+CD25-CD69+) exprimiert (roter Graph). Neben den Median-Werten an den 
Histogrammen wurde jeweils das Verhältnis aus den Färbungen mit dem αOrai1 AK+2°AK und denen 
ohne αOrai1 AK (nur 2°AK) berechnet. 2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; Treg: 
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Dass auch murine B-Zellen Orai1 exprimieren, macht Abb. 3-22 deutlich. Hierfür 
wurden Lymphknoten-Zellen der C57/Black6 WT-Maus mit B220 (beim Menschen 
CD45R) gefärbt. Dies ist ein Marker für murine B-Zellen, der auf allen Zell-Stadien 
der B-Zell-Entwicklung exprimiert wird (Hathcock, K. S. et al. 1992a).  
 
 
Die Ergebnisse aller FACS-Experimente zur Orai1 Expression in Immunzellen aus 
dem murinen Lymphknoten sind in Abb. 3-23 zusammengefasst. Die statistische 
Analyse erfolgte in diesem Fall sowie bei den Abbildungen 3-26 und 3-30 anhand 
der Mittelwerte der Mediane der FACS-Histogramme. Hierfür wurde das Verhältnis 
aus dem Median-Wert der αOrai1 AK Färbungen und der 2° AK Färbungen gebil-
det. Aufgrund der Variabilität der einzelnen Experimente ist ein Vergleich über eine 
unterschiedliche Höhe der Expression in den einzelnen Zellarten schwierig. Es 
lässt sich jedoch festhalten, dass Orai1 sowohl in den zuvor erwähnten Zellen, die 
in den Abbildungen 3-20, 3-21 und 3-22 dargestellt sind, als auch in CD8+, in 
CD4+/CD8+CD62L+ naiven und in CD4+/CD8+CD44+ Gedächtnis-T-Zellen (FACS-
Daten grafisch nicht dargestellt) mit geringen Unterschieden deutlich exprimiert 
wird.  
 
Abb.  3-22: Orai1 wird auf murinen B-Zellen exprimiert 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in B-Zellen aus  
Lymphknoten von acht Wochen alten Black6 WT-Mäusen. Orai1 wird auf murinen B-Zellen (B220+) 
exprimiert (roter Graph). Neben den Median-Werten an den Histogrammen wurde jeweils das Verhältnis 
aus den Färbungen mit dem αOrai1 AK+2°AK und denen ohne αOrai1 AK (nur 2°AK) berechnet. 
2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; die Zahlen an den Histogrammen geben den 
Median-Wert an  
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3.3.2 Orai1 Expression in murinen Milzzellen  
Die in diesem Abschnitt aufgeführten Analysen dienen der Typisierung der Expres-
sion von Orai1 in Zellen, welche aus der Milz von C57/Black6 WT-Mäusen isoliert 
wurden. Abb. 3-24a zeigt, wie in den zuvor erwähnten Lymphknotenzellen, eine 
starke Orai1 Expression in T-Zellen. Diesmal wurde ein AK gegen CD3 verwendet, 
der als Bestandteil des T-Zell-Rezeptors eine positive Detektion von T-Zellen zu-
lässt (Janeway, C. et al. 2005). „Gated“ man auf die CD3- Zellen (Abb. 3-24b), las-
sen sich CD3-DX5+NK1.1+ NK-Zellen darstellen (Smart, Y. C. et al.1989a, Arase, 
H. et al. 2001a). Interessant ist die in diesen Zellen geringe Orai1 Expression im 
Vergleich zu allen anderen bisher aufgeführten Immunzellen. Dieses Ergebnis 
konnte durch die statistische Auswertung von acht erfolgten Experimenten mit ei-
ner geringen Variabilität bestätigt werden (Abb. 3-26). 
 
Abb.  3-23: Statistik der Orai1 Expression in murinen Lymphknoten-Zellen 
Statistische Auswertung der Orai1 Expression in murinen Lymphknoten-Zellen nach mehreren FACS-
Experimenten; Orai1 wird in allen hier aufgeführten Zellarten mit geringen Unterschieden exprimiert. 
n: Anzahl der Experimente. Die Berechnung erfolgte anhand der Mittelwerte der Mediane der FACS-
Histogramme: hier wurde das Verhältnis aus dem Median-Wert der Färbungen mit dem αOrai1 AK und 























































































































































































In Abb. 3-24c sind NK-T-Zellen dargestellt. Diese werden in der Literatur als von  
T-Lymphozyten abstammende Zellen beschrieben, die unter anderem NK1.1 auf 
ihrer Oberfläche exprimieren (Bendelac, A. et al. 2007). Auch in diesen Zellen ist 
eine deutliche Expression von Orai1 zu erkennen, welche jedoch nach vier Wie-
derholungen geringer als in T-Lymphozyten zu sein scheint (Abb. 3-26).   
Durch die der Abb. 3-25a und b zugrunde liegenden durchflusszytometrischen  
Analysen, konnte eine deutliche Expression von Orai1 zum einen in CD4+/CD8+ 
naiven (CD44-CD62L+), zum anderen in Gedächtnis-T-Zellen (CD44+CD62-) aus 
Abb.  3-24: Orai1 wird auf murinen T-, NK- und NK-T-Zellen exprimiert 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in Milzzellen von 
zwölf Wochen alten Black6 WT-Mäusen in Kombination mit Oberflächenantikörpern. Die Färbungen 
wurden mit CD3-, DX5- und NK1.1-Antikörpern durchgeführt. Beweis der Spezifität des αOrai1-AK durch 
Peptid-Zugabe (grüner Graph). a) Orai1 wird deutlich in CD3+ T-Zellen exprimiert, b) hier wurde auf die 
CD3- Zellen aus (a) „gegated“, geringe Orai1 Expression in CD3-DX5+NK1.1+ NK-Zellen, c) Orai1 wird 
deutlich in CD3+NK1.1+ NK-T-Zellen exprimiert. Neben den Median-Werten an den Histogrammen wurde 
jeweils das Verhältnis aus den Färbungen mit dem αOrai1 AK+2°AK und denen ohne αOrai1 AK (nur 
2°AK) berechnet. 2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; die Zahlen an den 
Histogrammen geben den Median-Wert an 





















































































































































































der murinen Milz aufgezeigt werden. Die Oberflächenfärbung der Zellen erfolgte in 
diesem Fall durch CD4-, CD8-, CD44- und CD62L-Antikörper, wodurch sich 
CD4+/CD8+ naive (CD44-CD62L+) von CD4+/CD8+ Gedächtnis-T-Zellen 
(CD44+CD62-) abgrenzen ließen (Janeway, C. et al. 2005). Für diese grafische 
Darstellung wurde zuvor auf die CD4+ (a) bzw. CD8+ (b)  T-Zellen „gegated“. So-
wohl bei dem hier aufgeführten Experiment, als auch bei seinen drei Wiederholun-
gen, war die Expression in diesen Zellpopulationen vergleichbar (Abb. 3-26). 
 
 
Abb. 3-26 fasst alle intrazellulären Färbungen zur Expression von Orai1 in murinen 
Milzzellen zusammen. Analog zur Expression in den Lymphknoten-Zellen lässt sich 
schlussfolgern, dass Orai1 in allen hier erwähnten Zelltypen unterschiedlich stark 
exprimiert wird. Hervorzuheben ist die geringe Orai1 Expression in NK-Zellen, ver-
glichen zu allen anderen Immunzellen.  
Abb.  3-25: Orai1 wird auf CD4+/CD8+ naiven und Gedächtnis-T-Zellen exprimiert 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in Milzzellen von 
zwölf Wochen alten Black6 WT-Mäusen in Kombination mit Oberflächenantikörpern. Die Färbungen 
wurden mit CD4-/CD8-, CD44- und CD62L-Antikörpern durchgeführt. Beweis der Spezifität des αOrai1-
AK durch Peptid-Zugabe (grüner Graph). a) auf CD4+ T-Zellen „gegated“, Orai1 wird in CD4+ naiven 
(CD44-CD62L+) und CD4+ Gedächtnis (CD44+CD62L-)-T-Zellen exprimiert, b) auf CD8+ T-Zellen „gega-
ted“, Orai1 wird in CD8+ naiven (CD44-CD62L+) und CD8+ Gedächtnis (CD44+CD62L-)-T-Zellen expri-
miert. Neben den Median-Werten an den Histogrammen wurde jeweils das Verhältnis aus den Färbun-
gen mit dem αOrai1 AK+2°AK und denen ohne αOrai1 AK (nur 2°AK) berechnet. 2°AK: Zweit-Antikörper; 
αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; die Zahlen an den Histogrammen geben den Median-Wert an 
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3.3.3 Orai1 wird in murinen Thymozyten exprimiert  
Die im Folgenden aufgeführten Experimente haben die Darstellung der Orai1 Ex-
pression in den verschiedenen Entwicklungsstadien muriner Thymozyten zum Ziel. 
Zunächst sind die Stadien der T-Zell-Entwicklung im Thymus dargestellt (Abb. 3-
27), welche sich in DN, DP und einfach positive (CD4+/CD8+) Thymozyten aufteilen 
lassen (Janeway, C. et al. 2005). Für diesen Zweck wurden die isolierten Zellen 
von vier Wochen alten Mäusen mit CD4- und CD8-Antikörpern gefärbt. Die FACS- 
Histogramme der Abb. 3-27 zeigen, dass Orai1 in allen vier Zellpopulationen (DN, 
DP und einfach positive Thymozyten) deutlich exprimiert wird. Vorherige Analysen 
(grafisch nicht dargestellt) zur Klärung dieser Fragestellung ergaben jedoch oft  
eine schwache bis fehlende Orai1 Expression in DP Thymozyten. Auch anhand der 
Median-Werte in dem hier aufgeführten Beispiel könnte man von einer geringeren 
Expression in DP Zellen ausgehen (rechtes Histogramm in Abb. 3-27).  
Abb.  3-26: Statistik der Orai1 Expression in murinen Milzzellen 
Statistische Auswertung der Orai1 Expression in murinen Milzzellen nach mehreren FACS-
Experimenten; Orai1 wird in allen hier aufgeführten Zellarten unterschiedlich stark exprimiert. Auffällig ist 
die schwache Expression von Orai1 in NK-Zellen im Vergleich zu allen anderen Immunzellen. n: Anzahl 
der Experimente. Die Berechnung erfolgte anhand der Mittelwerte der Mediane der FACS-Histogramme: 
hier wurde das Verhältnis aus dem Median-Wert der Färbungen mit dem αOrai1 AK und dem der Fär-

































































































































































































Aufgrund dieser ersten Beobachtungen erfolgte zusätzlich eine Analyse zur Ex-
pression von Orai1 auf mRNA-Ebene, um eventuelle Parallelen zu den Ergebnis-
sen der FACS-Experimente festzustellen. Für dieses Ziel wurden die Thymozyten 
von C57/Black6 WT-Mäusen mit Hilfe von CD4/CD8 Dynabeads® in die einzelnen 
Zellpopulationen (DN, DP, CD4+, CD8+) selektiert (2.8) und nach erfolgter RNA-
Isolation eine RTQ-PCR (2.7.9) durchgeführt. Abb. 3-28d zeigt, dass in der Agaro-
se-Gelelektrophorese (2.7.3) für Orai1 bei allen vier Zellarten eine Bande in der 
richtigen Größe dargestellt werden konnte. Das verwendete Primerpaar umfasste 
die Exon1- und -2-Grenze von Orai1. Betrachtet man jedoch die Auswertung nach 
zwei Experimenten (Abb. 3-28e), wird deutlich, dass die Annahme einer geringeren 
Expression in DP Thymozyten nicht bestätigt werden konnte. Aufgrund der Tatsa-
che, dass sich durch die Selektion mittels Dynabeads® keine reinen Zellpopulatio-
nen selektieren lassen (Kontroll-FACS nach Isolation nicht dargestellt), ist dieses 
Ergebnis jedoch mit Vorsicht zu betrachten. Die statistische Datenanalyse in Abb. 
3-30 nach zehn durchflusszytometrischen Experimenten deutet jedoch auf einen 
potentiellen Unterschied in der Orai1 Expression von DN und DP Thymozyten hin. 
 
 
Abb.  3-27: Orai1 wird auf DN, DP und einfach positiven Thymozyten exprimiert 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in Thymozyten 
von vier Wochen alten Black6 WT-Mäusen in Kombination mit Oberflächenantikörpern. Die Färbungen 
wurden mit CD4- und CD8-Antikörpern durchgeführt; links sind die FACS-Plots dargestellt, in der Mitte 
die Histogramme der Orai1 Expression von DN, DP, CD4+ und CD8+ Thymozyten, das rechte 
Histogramm zeigt einen Vergleich der Orai1 Expression in DN, DP, CD4+ und CD8+ Thymozyten. 
2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; die Zahlen an den Histogrammen geben den 
Median-Wert an  










































































































































Wird Orai1 ebenfalls auf Zellen weiterer Stadien der Thymozyten-Entwicklung 
exprimiert? In den unter Abb. 3-29 dargestellten Versuchsergebnissen wurde die-
ser Frage nachgegangen, indem die Orai1 Expression in den weiteren Stadien der 
DN Thymozyten genauer beobachtet wurde. Die Färbungen für die FACS-Analyse 
wurden wie schon in 3.2.2 mit CD4-/CD8-, CD44- und CD25-Antikörpern durchge-
führt. In Abb. 3-29a wurde auf die DN Zellen „gegated“, wodurch sich im Anschluss 
die Stadien DN1-DN4 darstellen ließen (Laurent, J. et al. 2004, siehe auch Schema 
Abb. 3-16d). Für das Stadium DN2 konnte bei keinem der Experimente eine klare 
Zellpopulation ausgemacht werden, weshalb auf deren Darstellung als Histogramm 
verzichtet wurde. Die Histogramme in Abb. 3-29b demonstrieren eine klare Ex-
pression von Orai1 in den Stadien DN1, DN3 sowie DN4.  
 
Abb.  3-28: RTQ-PCR: Orai1 Expression in DN, DP, CD4+ und CD8+ Thymozyten 
Auswertung einer RTQ-PCR zur mRNA Expression von Orai1 in murinen DN, DP und einfach positiven 
Thymozyten. a) und b) zeigen den Verlauf der RTQ-PCR für das Housekeeping-Gen βActin und Orai1, 
c) 1.Ableitung der Schmelzkurve für Orai1, d) Aufnahme einer Agarose-Gelelektrophorese unter einer 
UV-Lampe (jeweils Tripletts der einzelnen Proben), e) statistische Darstellung der Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung von zwei RTQ-PCR-Experimenten. Nach erfolgter Selektion mittels Dynabeads®  wur-
de die RNA aus DN, DP, CD4+ und CD8+ Thymozyten isoliert. bp: Basenpaare; n: Anzahl der Versuche; 







































































Abb. 3-30 gibt einen Überblick über alle durchflusszytometrischen Experimente zur 
Charakterisierung der Orai1 Expression in den verschiedenen Entwicklungsstadien 
muriner Thymozyten. Aufgrund der Variabilität der Ergebnisse gilt es auch hier die 
Aussage der statistischen Darstellung vorsichtig zu betrachten. Zu betonen ist je-
doch, dass Orai1 in allen hier aufgelisteten Zellpopulationen exprimiert wird. Die 
potentiell höchste Expression könnte in Zellen des DN1-Stadiums, die Geringste in 
DP-Thymozyten sein.  
Abb.  3-29: Orai1 wird auf murinen DN-Thymozyten exprimiert 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in DN Thymozy-
ten von vier Wochen alten Black6 WT-Mäusen in Kombination mit Oberflächenantikörpern. Die Färbun-
gen wurden mit CD4-/CD8-, CD44- und CD25-Antikörpern durchgeführt, um die DN Stadien der Thymo-
zyten-Entwicklung (siehe auch Schema Abb. 3-16d) darzustellen. Beweis der Spezifität des αOrai1-AK 
durch Peptid-Zugabe (grüner Graph). a) auf DN Thymozyten „gegated“, dargestellt sind die FACS-Plots 
für die vier DN Stadien (DN1-DN4), b) FACS-Histogramme zur Orai1 Expression in DN1, DN3 und DN4; 
Orai1 wird auf den Stadien DN1, DN2 und DN3 exprimiert. DN2 aufgrund nicht klar abgrenzbarer Zellpo-
pulation nicht als Histogramm dargestellt. 2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; die 
Zahlen an den Histogrammen geben den Median-Wert an 



















































































auf DN Thymozyten “gegated”
























































3.3.4 Orai1 Expression in murinen Mastzellen  
Wird Orai1 in murinen Mastzellen exprimiert? Aufgrund der Tatsache, dass Mast-
zellen zu den Zellen gehören, in denen CRAC-Kanäle erstmals beschrieben wur-
den (Hoth, M. und Penner, R. 1992), ist diese Fragestellung von besonderem Inte-
resse. Zur Klärung dieser Frage erfolgte eine peritoneale Lavage (2.2) bei 14 Wo-
chen alten C57/Black6 WT-Mäusen. Die dadurch isolierten Zellen wurden mit Anti-
körpern gegen ckit und IgE gefärbt, wodurch sich Mastzellen durchflusszyto-
metrisch darstellen ließen (Janeway,  C. et al. 2005). Zur Messung der Orai1 Ex-
pression kam erneut ein intrazellulärer Antikörper gegen Orai1 zum Einsatz (2.6.3). 
In Abb. 3-31a sind die FACS-Plots für die Mastzellen dargestellt. Als 2° AK wurde 
erneut ein „Goat-Anti-Rabbit-IgG“-Antikörper  verwendet, welcher mit PeCy5.5 „ge-
labelt“ war (2.6.3). Dieser AK war sowohl für die schwere (H), als auch für die leich-
te (L) Kette des intrazellulären Orai1 AK spezifisch. Wie dem Histogramm in Abb. 
3-31b zu entnehmen ist, zeigte sich in diesen Zellen eine sehr hohe Orai1 Expres-
sion (roter Graph). In dieser Abbildung sind jedoch ebenso sowohl eine hohe Hin-
tergrund-, als auch eine hohe Peptidblock-Färbung zu erkennen. Eine mögliche 
Ursache dieses hohen Signals könnte eine unspezifische Bindung des 2°AK an 
das antigenbindende Fragment (Fab) von IgE sein (Schema in Abb. 3-31c). Um 
diese Problematik zu umgehen, wurde bei der nächsten Färbung ein „Goat-Anti-
Abb.  3-30: Statistik der Orai1 Expression in murinen Thymozyten 
Statistische Auswertung der Orai1 Expression in murinen Thymozyten nach mehreren FACS-
Experimenten; Orai1 wird in allen hier aufgeführten Zellarten unterschiedlich stark exprimiert. Die even-
tuell höchste Expression könnte in DN1-Zellen sein. n: Anzahl der Experimente. Die Berechnung erfolgte 
anhand der Mittelwerte der Mediane der FACS-Histogramme: hier wurde das Verhältnis aus dem Medi-






































































































































Rabbit-IgG“ Antikörper (2.6.3) verwendet, welcher für das kristalline Fragment (Fc) 
eines Antikörpers spezifisch war. Somit sollte dieser lediglich an den intrazellulären 
Anti-Orai1-AK binden. Eine Gegenfärbung erfolgte mit Streptavidin-PE (FL2). Des 
Weiteren wurde zusätzlich zum Fc-Block (2.6.2) ein Block mit Maus-Serum durch-
geführt. Die zugrunde liegende Theorie war, dass das darin enthaltene IgG die 
leichten Ketten des gebundenen IgE absättigt, und dadurch eine weitere unspezifi-
sche Bindung verhindert wird.  
 
 
Das Histogramm in Abb. 3-31d zeigt erneut ein sehr hohes Signal. Jedoch sind die 
beiden Kontrollen (grüner und blauer Graph) diesmal deutlich negativer. Es lässt 
sich abschließend festhalten, dass Orai1 in murinen Mastzellen exprimiert wird. 
Diese Expression könnte eventuell sehr viel höher als in allen bisher aufgeführten 
Immunzellen sein. Um eine statistische Aussage treffen zu können wurde das Ex-
periment unter den gleichen Bedingungen nicht häufig genug wiederholt. 
Abb.  3-31: Orai1 Expression in murinen Mastzellen 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression muriner Mastzel-
len aus peritonealer Lavage von 14 Wochen alten Black6 WT-Mäusen in Kombination mit Oberflächen-
antikörpern. Die Färbungen wurden mit ckit- und IgE-Antikörpern durchgeführt. Beweis der Spezifität des 
αOrai1-AK durch Peptid-Zugabe (grüner Graph). a) FACS-Plots zur Darstellung von Mastzellen 
(ckit+IgE+), b) Histogramm zur Orai1 Expression in Mastzellen, mit GoatαRabbit IgG (H+L) als 2°AK, c) 
schematische Darstellung der möglichen unspezifiscehn Bindung des in (b) verwendeten 2°AK an IgE, 
d) Histogramm zur Orai1 Expression in Mastzellen, mit Biotin-GoatαRabbit IgG (Fc-spezifisch) als 2°AK. 
2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; H+L: heavy + light chain; FcεR: Fcε-Rezeptor; 
α: anti; Fc: kristallines Fragment eines Antikörpers; die Zahlen an den Histogrammen geben den Median-
Wert an  
nur 2°AK αOrai1 AK Peptid-Block

































c) Mögliches Problem der unspezifischen Bindung
d) Mit Biotin-GoatαRabbit IgG (Fc-spezifisch) als 2°AK


























































3.4 Orai1 wird in humanen peripheren Blut Lymphozyten exprimiert 
Ebenfalls von großem Interesse war die Expression von Orai1 in peripheren Blut-
lymphozyten (PBL). Für dieses Vorhaben wurde frisches Blut von drei unabhängi-
gen gesunden Probanden genommen. Eine Isolierung der Lymphozyten erfolgte 
mittels Ficollgradienten (2.3). Die Oberflächenfärbungen wurden mit Antikörpern 
gegen CD4 (FITC), CD8 (PE) sowie CD19 (APC) durchgeführt. Mit CD19, als ein 
Co-Rezeptor des B-Zell-Rezeptors (Tsubata, T. und Wienands, J. 2001a), lassen 
sich mittels der Durchflusszytometrie humane B-Zellen darstellen. Das Histogramm 
der intrazellulären Färbung (2.6.2), welches in Abb. 3-32a beispielhaft aufgeführt 
ist, lässt eine Orai1 Expression in humanen peripheren B-Zellen erkennen. Um die 
CD4+/CD8+ T-Zellen darstellen zu können, wurde in der Abb. 3-32b auf die CD19- 
Zellen „gegated“. Wie den Histogrammen dieser Abbildung zu entnehmen ist, wird 
Orai1 ähnlich stark in CD4+ und CD8+ T-Zellen exprimiert. Vergleichbare Ergebnis-
se erbrachten die Messungen der beiden weiteren Probanden. 
 
Abb.  3-32: Orai1 wird in humanen PBLs exprimiert 
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in humanen pe-
ripheren Blut Lymphozyten (PBL). Die Färbungen wurden mit CD4-, CD8- und CD19-Antikörpern durch-
geführt.  Beweis der Spezifität des αOrai1-AK durch Peptid-Zugabe (grüner Graph). a) Orai1 Expression 
in CD19+ B-Zellen, b) auf CD19- Zellen „gegated“, Orai1 Expression in CD4+/CD8+ T-Zellen. 2°AK: Zweit-
Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; die Zahlen an den Histogrammen geben den Median-Wert 
an 






































































































nur 2°AK αOrai1 AK Peptid-Block
auf CD19- Zellen “gegated”














































3.5 Orai1 Expression nach Zell - Stimulierung  
Ist die Orai1 Expression in aktivierten T-Zellen induzierbar und ist diese Induktion 
Ca2+ abhängig? Zur Beantwortung dieser Fragen wurden murine und humane      
T-Zellen mit PMA und Ionomyzin für zwei, sechs sowie für 24 Stunden stimuliert 
(2.4). Anschließend konnte die Orai1 Expression in diesen Zellen, analog zu den 
Experimenten in 3.4, mittels Durchflusszytometrie bestimmt werden. Für die huma-
ne Analyse wurden T-Zellen von SCID-EDAM1 und 2 (siehe auch 2.1.1 und 3.1.1), 
aufgrund der Frage nach einer Ca2+ abhängigen Induktion, und zwei gesunden 
Kontrollen (2.1.1) gewählt. Die Analyse im Mausmodell erfolgte anhand von STIM1 
(siehe auch 1.1) „knock-out“ (KO) Mäusen (2.2) und WT Mäusen, welche von Dr. 
Oh-hora (CBR Institute for Biomedical Research, Harvard Medical School, Boston, 
USA) zur Verfügung gestellt wurden.  
 
Ist die Orai1 Expression in aktivierten humanen T-Zellen induzierbar?  
Abb. 3-33 zeigt die Orai1 Expression in aktivierten humanen CD4+ T-Zellen von 
SICD-EDAM1 und einer gesunden Kontrolle nach Stimulierung mit PMA und Iono-
myzin. Während sich in den WT-Zellen (Abb. 3-33a) nach sechsstündiger Stimula-
tion eine Erhöhung der Expression von Orai1 abzeichnet, ändert  sich an dem Ex-







Zu einem vergleichbaren Ergebnis der Orai1 Expression nach Stimulierung kamen 
die Experimente für CD8+ T-Zellen von SCID-EDAM1 und 2 sowie zwei gesunden 
Kontrollen (Abb. 3-34a, FACS-Histogramme nicht dargestellt). Abb. 3-34 stellt die 
Kinetik der Orai1 Expression in CD8+(a) bzw. CD4+(b) T-Zellen von SCID-EDAM1 
und 2 und zwei WT-Kontrollen dar. Die Zahlen beziehen sich auf die Median-Werte 
der FACS-Histogramme. Sowohl in den CD4+, als auch in den CD8+ Kontroll-T-
Zellen lässt sich eine schwache Induktion der Orai1 Expression beobachten, die in 
den T-Zellen der CRAC defizienten SCID-Patienten fehlt. 
Abb.  3-33: Schwache Induktion der Orai1 Expression in humanen T-Zellen  
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in stimulierten  
humanen T-Zellen von SCID-EDAM1 und einer gesunden Kontrolle. Die Zellen wurden mit PMA und 
Ionomyzin für zwei, sechs, sowie für 24 Stunden stimuliert. a)+b) FACS-Plots von CD4+ Kontroll- bzw. 
SCID-EDAM1 T-Zellen in den verschiedenen Stimulationsstadien. Histogramme zur Darstellung der 
Orai1 Expression in Kontroll- und SCID-EDAM1 T-Zellen nach null, zwei, sechs und 24 Stunden Stimula-
tion. 2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-AK: Anti-Orai1-Antikörper; h: Stunde; die Zahlen an den 
Histogrammen geben den Median-Wert an 
CD4















































































































24h: αOrai1 AK: 596
6h: αOrai1 AK: 525
2h: αOrai1 AK: 354
0h: αOrai1 AK: 393
CD4+
Kontroll-T-Zellen
0h: nur 2°AK: 109


















24h: αOrai1 AK: 236
6h: αOrai1 AK: 348
2h: αOrai1 AK: 348
0h: αOrai1 AK: 361





































Orai1 Expression in murinen aktivierten T-Zellen von STIM1 KO und WT Mäusen  
Um die Beobachtungen an humanen Zellen zu bestätigen und die Abhängigkeit 
der Orai1 Induktion von SOCE zu untersuchen, erfolgte die Analyse der Orai1 Ex-
pression nach Stimulierung in murinen WT und STIM1 KO Zellen aus dem Lymph-
knoten. Die T-Zellen von STIM1 KO Mäusen (Oh-hora, M. et al. 2008) weisen ei-
nen den SCID-Patienten vergleichbaren Defekt im Ca2+-Einstrom (unveröffentlichte 
Daten) auf und stellen somit ein perfektes Pendant zum humanen Modell dar. Abb. 
3-35 zeigt die FACS Plots und die Histogramme für CD4+ T-Zellen von WT (a) und 
STIM1 KO Mäusen (b) nach der Stimulierung mit PMA und Ionomyzin. Eine erfolg-
reiche Zellaktivierung konnte durch die Färbung der Zellen mit CD25- und CD69-
Antikörpern bestätigt werden (grafisch nicht dargestellt). Für die in dieser Abbil-
dung dargestellten CD4+ T-Zellen zeichnet sich eine ähnliche Tendenz der Orai1 
Expression wie in humanen Zellen ab. Wenn auch nicht so eindeutig wie im huma-
nen Modell, ist dennoch eine schwache Induktion der Orai1 Expression nach 24 
Stunden in den CD4+ WT-T-Zellen zu erkennen, wohingegen diese bei den CD4+ 
T-Zellen der STIM1 KO Mäuse fehlt. 
Abb.  3-34: Orai1 in stimulierten humanen T-Zellen: SCID vs Kontrolle 
Kinetik der Orai1 Expression in stimulierten humanen CD4+/CD8+ T-Zellen (a und b): SCID-EDAM1 und 
2 vs WT-Kontrollen. Die Werte der y-Achse beziehen sich auf die Mittelwerte der Mediane der FACS-
Histogramme. Die Werte der x-Achse geben die Dauer der Zell-Stimulierung mit PMA und Ionomyzin in 
Stunden (h) an. n: Anzahl der Experiment 
PMA + Ionomyzin (h)
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Veranschaulicht wird diese Beobachtung durch die kinetische Darstellung von zwei 
Experimenten in Abb. 3-36. Die Werte beziehen sich auf den Mittelwert der Media-
ne der FACS-Histogramme von zwei Experimenten. Auch anhand dieser Abbildung 
lässt sich eine schwache Induktion der Orai1 Expression in CD4+ WT-T-Zellen im 
Vergleich zu den STIM1 KO Zellen, analog zu den humanen SCID T-Zellen, er-
kennen.  
Abb.  3-35: Schwache Induktion der Orai1 Expression in murinen T-Zellen  
Auswertung einer intrazellulären FACS-Färbung zur Bestimmung der Orai1 Expression in stimulierten   
T-Zellen von STIM1 KO und WT-Mäusen. Die Zellen wurden mit PMA und Ionomyzin für zwei, sechs, 
sowie für 24 Stunden stimuliert. a)+b) FACS-Plots von WT- (a) und STIM1 KO (b) T-Zellen in den ver-
schiedenen Stimulationsstadien. Histogramme zur Darstellung der Orai1 Expression in STIM1 KO und 
WT CD4+ T-Zellen nach null, zwei, sechs und 24 Stunden Stimulation. 2°AK: Zweit-Antikörper; αOrai1-
AK: Anti-Orai1-Antikörper; h: Stunde; die Zahlen an den Histogrammen geben den Median-Wert an 
CD4




















































































































24h: αOrai1 AK: 141
6h: αOrai1 AK: 128
2h: αOrai1 AK: 83.2
0h: αOrai1 AK: 113


















24h: αOrai1 AK: 83.7
6h: αOrai1 AK: 61.9
2h: αOrai1 AK: 90.3
0h: αOrai1 AK: 87.6



























Abb.  3-36: Orai1 in stimulierten murinen T-Zellen: STIM1 KO vs WT 
Kinetik der Orai1 Expression in stimulierten murinen CD4+ T-Zellen: STIM1 KO vs WT. Die Werte der    
y-Achse beziehen sich auf die Mittelwerte der Mediane der FACS-Histogramme von zwei Experimenten. 
Die Werte der x-Achse geben die Dauer der Zell-Stimulierung mit PMA und Ionomyzin in Stunden (h) an. 
n: Anzahl der Experimente  
WT (CD4+)
STIM1 KO (CD4+)
PMA + Ionomyzin (h)
n=2













































Durch die experimentelle Datenerhebung im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Bei-
trag zur weiteren Erforschung eines der wichtigsten Signalwege zur Aktivierung 
von Immunzellen geleistet werden: „Store-operated Ca2+ entry“ durch CRAC-
Kanäle. Im Folgenden werden methodische Aspekte und die Bedeutung der Er-
gebnisse der durchgeführten Analysen diskutiert.  
 
 
4.1 Zusammenhang von Orai und SCID 
Die in dieser Arbeit präsentierten Daten charakterisieren die Beteiligung der 
CRAC-Kanal-Untereinheit Orai1 an verschiedenen vererbbaren Immundefizienzen, 
die durch einen Defekt in SOCE und durch eine Funktionsstörung des CRAC-
Kanals bedingt sind. Schwere kombinierte Immundefizienzen, wie sie hier be-
schrieben werden, stellen ein hervorragendes Modell dar, um verschiedenste Ab-
läufe innerhalb des Immunsystems, wie z.B. die T- und B-Zell-Aktivierung in vivo 
zu studieren. Eine Mutation in Orai1 verursacht bei zwei von vier unabhängigen 
Familien eine schwere kombinierte Immundefizienz. Ein bereits 2006 von Feske et 
al. beschriebener Austausch einer einzelnen Aminosäure (R91W) hebt die Funkti-
on von Orai1 auf und führt zu einem SCID-Syndrom (SCID-EDAM1+2). Dieses 
steht mit einer hypohidrotischen ektodermalen sowie einer muskulären Dysplasie 
und einer Anhidrose in Zusammenhang. Durchflusszytometrische Analysen im 
Rahmen dieser Arbeit konnten zeigen, dass die Orai1 Expression sowohl in CD4+, 
als auch in CD8+ T-Zellen dieser Patienten mit gesunden Kontrollen vergleichbar 
ist (Abb. 3-6). Diese Ergebnisse korrelieren mit den bereits beschriebenen Daten 
einer normalen Plasmaexpression von Myc-markiertem Orai1 von SCID-EDAM, 
welche durch Immunfluoreszenz-Experimente ermittelt werden konnten (Feske, S. 
et al. 2006). Im Gegensatz dazu war die Orai1 Expression auf mRNA Ebene bei 
SCID-EDAM im Vergleich zu den WT-Kontrollen stark vermindert (Abb. 3-8). Grund 
dieser verringerten Detektion der mRNA des mutierten Proteins bei SCID-EDAM 
könnte ein Nonsens vermittelter mRNA Abbau (Maquat, L. E. 2004) sein. Das 
R91W mutierte Orai1 wäre jedoch eventuell in der Lage nach wie vor einige Funk-





se wäre es möglich, dass es als Scaffold-Protein agiert, welches in das Zusam-
menspiel eines potentiellen CRAC-Kanal Komplexes involviert ist. Neuere Unter-
suchungen zeigen, dass auch Orai2 und Orai3 eventuell die Aktivierung und Bil-
dung von Orai1 enthaltenen CRAC-Kanälen unterstützen können (Mercer, J. C. et 
al. 2006, Gwack, Y. et al. 2007). Aufgrund dieser neuen Resultate wäre eine er-
höhte Expression von Orai2 und Orai3 als mögliche Kompensation des defekten 
Ca2+-Einstroms bei Orai1 defizienten Patienten wie SCID-EDAM1 und 2 denkbar. 
Solch eine erhöhte kompensatorische Expression von Orai2 oder Orai3 bei SCID-
EDAM1 und 2 konnte hier jedoch durch Analysen mittels Real-Time PCR (Abb. 3-
9) ausgeschlossen werden.  
In dieser Arbeit wird eine neue Mutation in Orai1 bei Patienten mit einer schweren 
vererbbaren Immundefizienz (SCID-GRE) beschrieben, die durch eine Insertion 
von Adenin (insA) zwischen Position 257 und 258 der kodierenden Sequenz in ei-
nem vorzeitigen Stopp-Codon (Abb. 3-10) resultiert. Klinisch ist diese Mutation mit 
einer Wachstumsverzögerung sowie einer progressiven Enzephalopathie assozi-
iert. Erstmals wurde dieses Syndrom (SCID-GRE) 1994 von Partiseti et al. be-
schrieben. Zu dieser Zeit konnte jedoch noch keine molekulare Ursache dieses 
Defektes ausgemacht werden. Während die R91W Mutation bei SCID-EDAM zwar 
die Orai1 Funktion aufhebt, jedoch nicht eine Expression ausschließt, veranlasst 
die insA Mutation bei SCID-GRE die Entstehung eines komprimierten Proteins, 
welchem alle vier transmembranen Domänen von Orai1 fehlen. Durchflusszyto-
metrische Analysen mittels eines intrazellulären Orai1 Antikörpers deuten darauf-
hin, dass die Expression von endogenem Orai1 in Fibroblasten dieses Patienten 
stark reduziert ist (Abb. 3-11). Darüber hinaus war, wie auch bei SCID-EDAM, die 
mRNA des Patienten durch RTQ-PCR (Abb. 3-12) und Northern Blot Analysen 
(McCarl, C.A. et al. 2009) nahezu undetektierbar. Hierfür könnte ebenfalls ein Non-
sens vermittelter mRNA Abbau (Maquat, L. E. 2004) oder aber ein anderer Mecha-
nismus der mRNA-Degradation verantwortlich sein. Um die ursächliche Rolle die-
ser insA Mutation zu bestätigen, transduzierten McCarl et al. (2009) retroviral 
Fibroblasten von SCID-GRE mit Orai1 und STIM1. Während untransduzierte SCID-
GRE Fibroblasten nach Stimulierung einen verringerten Ca2+-Einstrom aufzeigten, 
führte die Überexpression von Orai1 zu einer dramatischen Erhöhung des Ca2+-
Einstroms. Die Überexpression von STIM1 konnte den transmembranen Ca2+-





se, dass die insA Mutation für den Defekt im Ca2+-Signalweg und die T-Zell-
Defizienz bei SCID-GRE verantwortlich ist. Unklar bleibt jedoch, ob die muskuläre 
und ektodermale Dysplasie bei SCID-EDAM und die Enzephalopathie bei SCID-
GRE funktionelle Defekte sind oder, ob Orai1 zu einem gewissen Zeitpunkt in der 
Entwicklung der betroffenen Gewebe erforderlich ist.  
Der molekulare Defekt der zwei weiteren immundefizienten Patienten, von denen 
einer noch nicht veröffentlicht (SCID-4) ist, der andere (SCID-5) aber schon 1995 
von Le Deist et al. beschrieben wurde, bleibt weiterhin unklar. Im Gegensatz zu 
SCID-GRE konnte die retrovirale Überexpression von Orai1 oder STIM1 in 
Fibroblasten dieser Patienten den Ca2+-Einstrom nicht steigern (McCarl, C.A. et al. 
2009). Es scheint daher unwahrscheinlich, dass der Defekt im Ca2+-Signalweg, 
welcher bei diesen beiden Patienten beobachtet wurde, auf einer Mutation oder 
einer aberranten Expression von Orai1 oder des Aktivierungsproteins des CRAC-
Kanals STIM1 beruht. Auch die Sequenzierung von Orai2 und Orai3 (Tabelle 21), 
denen unlängst die Fähigkeit zur Unterstützung des Ca2+-Einstroms nachgesagt 
wurde (Mercer, J. C. et al. 2006, Gwack, Y. et al. 2007a, Lis, A. et al. 2007) zeigte 
bei SCID-4 und SCID-5 keine Mutation. Diese Resultate deuten daraufhin, dass 
Mutationen in noch nicht identifizierten, jedoch für SOCE und die Aktivierung des 
CRAC-Kanals notwendigen Molekülen für die Erkrankung verantwortlich sein könn-
ten. Da eine RTQ-PCR für Orai2 und Orai3 in SCID-4 und SCID-5 nicht durchge-
führt wurde und spezifische Antikörper gegen Orai2 und Orai3 für eine Analyse der 
Proteinexpression nicht zur Verfügung standen, kann ebenfalls eine Mutation in 
genregulatorischen Elementen, die die Expression von Orai2 und Orai3 beein-
trächtigen, nicht endgültig ausgeschlossen werden. Das Verständnis des molekula-
ren Defekts bei diesen Patienten würde zweifellos die Kenntnis der Aktivierung des 
CRAC-Kanals weiter verbessern.  
 
 
4.2 Lymphozyten-Entwicklung und -Differenzierung in OraiKi/Ki-Mäusen  
Die schwere Immundefizienz ist in allen zuvor beschriebenen Fällen durch einen 
Defekt in der peripheren T-Zell-Funktion, jedoch nicht in der Lymphozyten-
Entwicklung, charakterisiert. Dies konnte durch die Präsenz von T-, B-, sowie NK-





al. 1995, Feske, S. et al. 1996). Aufgrund dieser Beobachtungen kam der Frage 
nach der Funktion und Rolle von Orai1 für die Entwicklung und Differenzierung von 
Lymphozyten eine besondere Stellung zu. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte daher 
eine Charakterisierung des immunologischen Phenotyps von Orai1 „knock-in“ 
Mäusen, welche transgen (Abb. 3-13) für die bei SCID-EDAM gefundene R91W 
Mutation sind. Transgene Tiermodelle dieser Art eröffnen neue Untersuchungs-
möglichkeiten in vivo und ermöglichen in diesem Fall wichtige Erkenntnisse über 
die Stellung von Ca2+-Signalen für die Lymphozyten-Entwicklung. Bisher wurden 
Ca2+-Signalen in der Literatur eine wichtige Rolle beim Übergang unreifer Thymo-
zyten vom DN zum DP Stadium (von Boehmer, H. und Fehling, H. J. 1997a) sowie 
für die positive Selektion von T-Zellen (Bhakta, N. R. 2005a) nachgesagt. Mittels 
durchflusszytometrischer Analysen von Zelloberflächenmarkern konnte in dieser 
Arbeit eine normale Präsenz von T- und B-Zellen in Ca2+-defizienten Mäusen do-
kumentiert werden (Abb. 3-19), während die Zytokin-Produktion stark beeinträchtigt 
war (McCarl C.A. et al. 2010). Sowohl die Anzahl DN und DP Thymozyten (Abb. 3-
15), als auch die der Thymozyten-Entwicklungsstadien DN1-DN4 (Abb. 3-16) zeig-
te keine Abweichung zu den WT-Kontrollen. Des Weiteren konnte keine Beein-
trächtigung der Differenzierung von naiven T-Zellen in CD62L-CD44+ Gedächtnis-
T-Zellen (Abb. 3-17) festgestellt werden. Auch die Analysen von Oberflächenmar-
kern für verschiedene Reifungsstadien von B-Zellen (Abb. 3-18) wies eine unbeein-
trächtigte Entwicklung dieser Zellen in Orai1 defizienten Mäusen auf. Nachfolgen-
de Studien haben die Aufgabe die Rolle von Ca2+-Signalen durch Orai1 für die 
Entwicklung von T- und B-Zellen weiter zu untersuchen. Bis zum jetzigen Zeitpunkt 
scheint Orai1 jedoch keine entscheidende Rolle für die Entwicklung und Differen-
zierung von Lymphozyten zu spielen.    
 
 
4.3 Korrelation zwischen Orai1 Expression und Funktion 
SOCE wurde bereits in einer Vielzahl von Geweben und Zelltypen des Immunsys-
tems beobachtet (Parekh, A. B. und Putney Jr., J. W. 2005, Lewis, R. S. 2007). 
Neueste Northern Blot Analysen zeigten eine ausgedehnte Expression von Orai 
und STIM Transkripten in zahlreichen Geweben, wie z.B. Lunge, Gehirn und Milz 





von Expressions-Niveaus von Orai1 auf humanen und murinen Immunzellen mit-
tels Durchflusszytometrie, die für dieses neue Protein so in der Literatur bisher 
noch nicht beschrieben wurde. Durch die Darstellung der Orai1 Expression auf ver-
schiedenen murinen Immunzellen galt es u.a. herauszufinden, ob sich Orai1Ki/Ki 
Mäuse, wie sie hier beschrieben wurden, als transgene Tiermodelle für die Analyse 
der Lymphozyten-Entwicklung und -Differenzierung in vivo eignen. Von besonde-
rem Interesse war, auf welchen Immunzellen Orai1 exprimiert wird und, ob es eine 
potentielle Beziehung zwischen Funktion und Expression gibt. Die Analysen mithil-
fe intrazellulärer Durchflusszytometrie erfolgten im Rahmen dieser Arbeit mit dem 
derzeit einzig verfügbaren Antikörper gegen Orai1 und einer Kombination von   
Oberflächenmarkern für Immunzellen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Orai1 
auf einer Vielzahl muriner Immunzellen (Abb. 3-23, 3-26, 3-30), welche aus ver-
schiedenen Organen des Immunsystems isoliert wurden, unterschiedlich stark 
exprimiert wird. Wissenbach et al. beschrieb 2007 mithilfe von Real-Time-PCR Ex-
perimente bereits eine Expression aller Orai und STIM Gene in CD4+/CD8+               
T-Zellen, in B-Zellen und in Mastzellen aus dem Knochenmark. In dieser Arbeit 
konnte eine deutliche Expression von Orai1 auf CD4+/CD8+ naiven (CD44-CD62L+) 
sowie auf CD4+/CD8+ Gedächtnis (CD44+CD62L-)-T-Zellen aus Milz und Lymph-
knoten (Abb. 3-25) nachgewiesen werden. Während die Orai1 Expression in CD4+ 
naiven und in CD8+ Gedächtnis-T-Zellen aus Milz und Lymphknoten vergleichbar 
war, schien sie bei CD8+ naiven T-Zellen in der Milz höher zu sein als bei ver-
gleichbarer Population aus Lymphknoten. Nach der statistischen Auswertung zeig-
te sich zwischen den beiden Organen auch ein Unterschied bei CD4+ Gedächtnis-
T-Zellen, bei denen die Expression in Lymphknoten höher zu sein schien, als in 
der Milz. Aufgrund des größeren Standardfehlers sollten die Ergebnisse der Expe-
rimente mit Milzzellen (Abb. 3-26) in diesem Fall jedoch kritischer betrachtet wer-
den, als die statistische Beurteilung zur Expression in murinen Lymphknotenzellen 
(Abb. 3-23). Eine ebenso deutliche und vergleichbar hohe Expression von Orai1 
konnte in CD4+ regulatorischen (CD69-CD25+) und in aktivierten (CD69+CD25-) T-
Zellen sowie in Tregs, die als CD4+CD25+GITR+ definiert wurden, festgestellt wer-
den (Abb. 3-21). Ferner gelang es eine eindeutige Orai1 Expression in B-Zellen 
aus Lymphknoten (Abb. 3-22) und Milz sowie in NK-T-Zellen (Abb. 3-24) aus der 
Milz darzustellen. Anlass zur Diskussion bietet mit Sicherheit die geringe Expressi-





erkennen war. Hierbei konnte ein äußerst interessanter und signifikanter Unter-
schied in der Orai1 Expression zwischen CD4+/CD8+ T-Zellen und NK-Zellen auf-
gezeigt werden.  
Eine eindeutige Orai1 Expression stellte sich in DN, DP und einfach positiven 
Thymozyten (Abb. 3-27) sowie in den Stadien DN1, DN3 und DN4 (Abb. 3-29) der 
Thymozyten-Entwicklung heraus. Dabei könnte möglicherweise die höchste Ex-
pression in DN1 Thymozyten vorliegen. Unklar bleibt, ob den DP Thymozyten die 
geringste Expression von Orai1 zuteil wird, da dies durch die Analysen mittels 
RTQ-PCR (Abb. 3-28) nicht eindeutig bestätigt werden konnte. Limitierend auf die 
Aussage der mRNA-Expression von Orai1 in murinen DN, DP und einfach positi-
vem Thymozyten wirkt die Tatsache, dass die Zellsubpopulationen mittels Dyna-
beads® (Abb. 2-4) selektiert wurden. Mittels dieses Vorgehens lassen sich die Zel-
len nicht in reine Zellpopulationen auftrennen und somit bleibt eine große Wahr-
scheinlichkeit der Kontamination mit anderen Subpopulationen. Zur Bestätigung 
dieser Experimente sollte daher zukünftig über die Möglichkeit einer anderen Isola-
tion, z.B. durch Zellsortierung mittels FACS nachgedacht, werden. Im Gegensatz 
dazu scheint die Orai1 Expression in Mastzellen (Abb. 3-31) im Vergleich zu den 
bisher genannten Zellen des Immunsystems sichtbar höher zu liegen. Eine derart 
hohe Expression von Orai1 wäre mit der bereits beschriebenen Rolle von SOCE in 
Mastzellen vereinbar (Hoth, M. und Penner, R. 1992). Um eine endgültige und sta-
tistische Aussage treffen zu können, wurden die Experimente zur Orai1 Expression 
in Mastzellen jedoch nicht häufig genug unter den gleichen Bedingungen wieder-
holt. Nachfolgende Untersuchungen haben daher zur Aufgabe die hier gezeigte 
Tendenz einer hohen Expression von Orai1 in Mastzellen zu bestätigen. Analog zu 
den Ergebnissen der Orai1 Expression in WT- und SCID-EDAM-T-Zellen (Abb. 3-5 
und 3-6) konnte hier zusätzlich eine deutliche Expression von Orai1 in humanen 
peripheren Blutlymphozyten gesunder Individuen dargestellt werden (Abb. 3-32). 
Hier scheint eine vergleichbare Orai1 Expression in CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie 
in CD19+ B-Zellen vorzuliegen. 
Es besteht kein Zweifel, dass die Funktion des CRAC-Kanals für die Aktivierung 
der Immunzellen von großer Bedeutung ist und Orai1 als Teil dieses Signalweges 
auf allen diesen Zellen exprimiert wird. Eine Korrelation zwischen Funktion und 
Expression von Orai1 konnte im Rahmen dieser Arbeit nur ansatzweise untersucht 





aufgrund der ausschließlichen Analyse auf Proteinebene mit Vorsicht zu betrach-
ten. Unerklärlich bleibt derzeit die deutlich geringere Expression von Orai1 in muri-
nen NK-Zellen. Es bleibt abzuwarten, ob diese hier beobachtete geringe Orai1 Ex-
pression eine untergeordnete Rolle von Orai1 für die Aktivierung von NK-Zellen 
bedeutet. Nachfolgende Experimente haben, zum Beispiel durch Analysen mittels 
Northern Blot, auch zu klären, ob die Expression von Orai1 in aktivierten T-Zellen 
induzierbar ist. Zum jetzigen Zeitpunkt kann eine Ca2+ abhängige Induktion der 
Orai1 Expression lediglich vermutet werden. Angedeutet werden konnte diese 
Vermutung durch die fehlende Induktion der Orai1 Expression in Ca2+ defizienten 
humanen SCID-EDAM-T-Zellen (Abb. 3-33 und 3-34) sowie in murinen T-Zellen 
von STIM1 knock-out Mäusen (Abb. 3-35 und 3-36).   
 
 
4.4 Diskussion der Methodik 
Mit der Diskussion der Durchflusszytometrie und der Real-Time-PCR werden im 
Folgenden die beiden grundlegenden Methoden dieser Arbeit separat diskutiert. 
 
4.4.1 Durchflusszytometrie 
Die Methode der Durchflusszytometrie wird für eine Reihe von experimentellen und 
diagnostischen Fragestellungen herangezogen. Hierbei erlaubt die Markierung 
verschiedener Oberflächenmoleküle von Immunzellen mit monoklonalen Antikör-
pern eine weitgehende Charakterisierung dieser Zellen. Ein Problem bei der Kom-
bination von fluoreszenzmarkierten Oberflächenantikörpern ist die Korrektur der 
Messdaten für Fluoreszenzsignale entsprechend der spektralen Überlappung von 
Farbstoffen durch Kompensation. Das Problem besteht darin, dass die eingesetz-
ten Farbstoffe in ihren Emissionsspektren überlappen, so dass jeweils Mischungen 
mit verschiedenen Anteilen von Farbstoffen detektiert werden (Sack, U. et al. 
2007). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte für alle durchflusszytometrischen Experi-
mente vor der eigentlichen Messung eine eingehende Kompensation durch Korri-
gieren der Messdaten der Fluoreszenzsignale. Bei dieser Korrektur wurde darauf 
geachtet, die Messdaten nicht überzukompensieren. Durch dieses Vorgehen war 





Kompensation auch nach Speicherung der Messdaten mithilfe des Programms 
FlowJo® durchzuführen.  
Einem weiteren Problem der Durchflusszytometrie, welches sich durch eine even-
tuelle unspezifische Bindung der FACS-AK mittels ihres Fc-Teils und einer daraus 
resultierenden Hintergrund-Färbung ergibt, wurde durch die Durchführung eines 
Fc-Blocks vorgebeugt. Hierbei handelte es sich um mAK, die gegen CD16 sowie 
gegen CD32 gerichtet waren und vor Zugabe der monoklonalen FACS-AK zu den 
Zellen gegeben wurden. Eine Prüfung der Spezifität des hier verwendeten intrazel-
lulären Orai1 Antikörpers zur Analyse der Orai1 Expression in humanen und muri-
nen Immunzellen erfolgte durch die Zugabe von Orai1 Peptid zu einer Kontroll-
Probe. Dadurch war bei diesen Kontrollen in allen hier aufgeführten Experimenten 
dieser Art im Vergleich zu den Proben ohne die Zugabe von Orai1 Peptid ein deut-
lich niedrigeres Signal (z.B. Abb. 3-21) zu sehen, wodurch die Spezifität des Orai1 
Antikörpers bewiesen werden konnte.     
 
4.4.2 Messung von mRNA-Levels durch  Real-Time-PCR  
Obwohl die Real-Time-PCR in der Forschung breite Anwendung für die Quantifizie-
rung biologisch relevanter Veränderungen auf der Ebene der mRNA erfährt, blei-
ben eine Anzahl von Problemen, die mit dem Gebrauch dieser Methode in Verbin-
dung stehen. Diese beinhalten u.a. die angeborene Variabilität der RNA, die Varia-
bilität der Extraktions-Protokolle für RNA und verschiedene Effizienzen der Rever-
sen Transkription sowie der PCR (Huggett, J. et al. 2005). Die im Rahmen dieser 
Arbeit durchgeführte Extraktion muriner und humaner RNA erfolgte daher exakt 
nach dem gleichen Protokoll. Eine reproduzierbare Reverse Transkription wurde 
durch den Einsatz gleicher Mengen an RNA gewährleistet. In der extremen Sensi-
tivität der PCR liegt auch ihr Nachteil, da sich geringste Veränderungen in den 
Ausgangsbedingungen exponentiell vergrößern (Jung, R. et al. 2000). So stellen 
Kontaminationen bei der PCR eine der Hauptursachen für falsch-positive PCR-
Ergebnisse dar. Um die Gefahr der Amplifikation genomischer DNA zu minimieren 
erfolgte die Durchführung der quantitativen PCR in dieser Arbeit ausschließlich mit 
Primern, die an zwei verschiedenen Exons (Abb. 3-7) binden sollten. Als Nachteile 
des hier verwendeten SYBR Green sind zu nennen, dass Primer-Dimere und un-





diese Problematik abschätzen zu können, wurde nach jedem PCR-Durchlauf eine 
Schmelzkurvenanalyse (z.B. Abb. 3-28) durchgeführt, um Rückschlüsse auf uner-
wünschte PCR-Produkte schließen zu können. Als interne Kontrolle für Fehler der 
quantitativen PCR (Huggett, J. et al. 2005) diente die Messung von Referenzge-
nen. Dabei konnte sowohl für das murine Housekeeping-Gen βActin (z.B. Abb.3-
28), als auch für das humane Referenzgen ARP3β (z.B. Anhang 5) eine stabile 
mRNA-Expression in den gemessenen Zellen belegt werden.     
 
   
4.5 Therapeutische Potentiale – eine Perspektive  
Fehlregulierte Ca2+-Antworten werden auch mit der Pathophysiologie einiger auto-
immuner und entzündlicher Erkrankungen in Zusammenhang gebracht (Feske, S. 
2007). So z.B. beim systemischen Lupus erythematodes (SLE), einer Erkrankung, 
die u.a. durch die Produktion von Autoantikörpern charakterisiert ist. Hier deuten 
mehrere Ergebnisse von Untersuchungen daraufhin, dass der Signalweg über den 
BCR in B-Zellen gestört ist. Dadurch kommt es zu erhöhten Ca2+-Signalen (Pugh-
Bernard, A. E. und Cambier, J. C. 2006), die in einer gesteigerten B-Zell-Antwort 
resultieren (Liossis, S. N. et al. 1996,  Enyedy, E. J. et al. 2001a). Jedoch bleibt zu 
diesem Zeitpunkt unklar, ob dieser Vorgang grundsätzlich mit der Pathogenese der 
Autoimmunität in Verbindung gebracht werden kann. Autoreaktive T-Zellen spielen 
eine wichtige Rolle in der Entwicklung weiterer autoimmuner Erkrankungen, wie 
z.B. der Rheumatoiden Arthritis (RA) (VanderBorght, A. et al. 2001), der Multiplen 
Sklerose (MS) (Sospedra, M. und Martin, R. 2005a) und des Diabetes Mellitus 
Typ1 (Sia, C. 2004a). Ähnlich wie bei den B-Zellen beim SLE ist unklar, warum es 
zu der Autoreaktivität der T-Zellen bei diesen Patienten kommt. Als eine der mögli-
chen Ursachen wird eine fehlgeschlagene negative Selektion der T-Zellen im Thy-
mus in Betracht gezogen (Feske, S. 2007). Zu der Unterstützung dieser Hypothese 
kann ein in vivo Modell der RA herangezogen werden, bei welchem eine Mutation 
der Kinase ZAP-70 vorliegt (Sakaguchi, N. et al. 2003). Es wird diskutiert, dass es 
durch die verminderte Stärke des Ca2+-Signals zu einer Veränderung des Schwel-
lenwertes bei der negativen Selektion im Thymus kommt. Diese Änderung erlaubt 
es autoreaktiven T-Zellen der negativen Selektion zu entkommen und als arthrito-





Die Entdeckung von Orai1 und STIM1 eröffnet daher neue Möglichkeiten einer 
pharmakologischen Modulation der CRAC-Kanal-Aktivierung in Immunzellen. Die 
Inhibition von Orai1 und damit von SOCE, speziell in T-Zellen, könnte zukünftig 
eine erfolgversprechende Strategie in der Behandlung der zuvor erwähnten auto-
immunen Erkrankungen oder der Prävention von Transplantat-Abstoßungen sein. 
Begründet durch die relativ wenigen nicht-immunologischen Symptome der SCID-
Patienten sowie durch das Fehlen von Störungen in vitalen Organ-Funktionen (z.B. 
im kardiovaskulären System) könnte eine Inhibition von Orai1 weniger Nebenwir-
kungen haben, als die gegenwärtig verwendeten Calcineurin-Inhibitoren Cyclospo-
rin A (CsA) und FK506 (Tacrolimus).    
 
 
4.6 Ausblick in zukünftige Forschungsschwerpunkte 
Gerade weil es in den letzten Jahren zu einem bedeutenden Fortschritt im Ver-
ständnis der Funktion des CRAC-Kanals kam, ergeben sich eine Anzahl neuer äu-
ßerst interessanter Fragen. Eines der wichtigsten Rätsel, das es zukünftig zu lösen 
gilt, ist die Interaktion von STIM1 und Orai1 (Lewis, R. S. 2007). Hierbei wird es 
darauf ankommen, zu erforschen, welche molekularen Reize eine Akkumulation 
dieser beiden Proteine veranlassen. Obwohl eine physikalische Interaktion am 
wahrscheinlichsten scheint (Lewis, R. S. 2007), lässt sich die lokale Generierung 
eines diffusionsfähigen Aktivators (z.B. CIF: calcium influx factor; Bolotina, V. M. 
und Csutora, P. 2005) noch nicht endgültig ausschließen. Biochemische und struk-
turelle Analysen von STIM1 und Orai1 werden entscheidend für das Verständnis 
der Kommunikation des „Ca2+-Fühlers“ STIM1 mit dem CRAC-Kanal sein. Auch die 
genaue Struktur des CRAC-Kanals liegt weiter im Dunkeln. Ist der Kanal aus Ho-
momultimeren oder Heteromultimeren von Orai aufgebaut? Enthält er weitere Un-
tereinheiten oder intrazelluläre Komponenten, die möglicherweise bei der Organi-
sation des Komplexes behilflich sind (Gwack, Y. et al. 2007b)? Weitere wichtige 
Fragen befassen sich mit den biologischen Rollen von STIM1, STIM2, Orai1, Orai2 
sowie Orai3 in verschiedenen Zelltypen und Geweben. Kommt es zwischen diesen 
Proteinen zu einer variablen oder selektiven Interaktion? Interagieren sie mit weite-
ren Proteinen und regulieren sie andere Funktionen abseits von SOCE? Ebenso 





Kanäle verantwortlich sind oder, ob es weitere Gene gibt, die darauf warten ent-
deckt zu werden. Anlass zu diesem Gedanken gibt mit Sicherheit die ungewisse 
molekulare Ursache für den Defekt im Ca2+-Signalweg zweier SCID-Patienten 
(SCID4 und 5). Des Weiteren existieren zum jetzigen Zeitpunkt noch keine spezifi-
schen Inhibitoren des CRAC/Orai1-Ca2+-Signalweges, um den Nutzen in vivo an-
hand eines Krankheitsmodels zu überprüfen. Daher sollte zukünftig über die Mög-
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Die Antigenstimulation von Immunzellen führt zu einer Entleerung von Ca2+-
Speichern im Endoplasmatischen Retikulum und einer nachfolgenden Aktivierung 
von „Ca2+ release activated Ca2+“ (CRAC) Kanälen in der Plasmamembran. CRAC-
Kanäle sind Teil einer wichtigen Gruppe von Ca2+-Kanälen, die als „store-operated“ 
Ca2+-Kanäle (SOCC) bekannt sind. „Store-operated Ca2+ entry“ (SOCE) ist ein Me-
chanismus des Ca2+ Einstroms, welcher essenziell für eine vollständige Aktivierung 





Exozytose in zytotoxischen Lymphozyten sowie in Mastzellen erforderlich. Ein an-
haltendes Ca2+-Signal wird für die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie 
NFAT, NF-κB, MEF-2 und CREB benötigt, was zur Zell-Differenzierung,                  
-Proliferation  oder Apoptose führt (Feske, S. 2007). Die molekulare Identität des 
CRAC-Kanals und seine Aktivierung waren bis vor kurzem noch unbekannt. Im 
Jahr 2006 führten Feske et al. sowie andere Forschungsgruppen einen genomwei-
ten RNAi Screen in Drosophila-Zellen durch, der zur Entdeckung der CRAC-Kanal-
Untereinheit Orai1 und des Ca2+ Sensors STIM im ER führte. Des Weiteren konnte 
gezeigt werden, dass eine Mutation in Orai1 die Ursache einer schweren kombi-
nierten Immundefizienz bei Patienten (SCID-EDAM) mit einem Defekt in der Funk-
tion des CRAC-Kanals ist (Feske, S. et al. 2006). Bei dieser Mutation handelt es 
sich um einen Aminosäureaustausch von Arginin zu Tryptophan an Position 91 
(R91W).  
In der hier vorgelegten Arbeit konnte mittels durchflusszytometrischer Experimente 
dargestellt werden, dass kein Unterschied in der Orai1 Expression auf Proteinebe-
ne zwischen diesen Patienten und WT-Kontrollen besteht. Durch Analysen auf 
mRNA-Ebene mithilfe von Real-Time-PCR Experimenten wurde ein möglicher 
Nonsens vermittelter mRNA-Abbau bei diesen Patienten festgestellt. Eine poten-
tielle erhöhte Expression von Orai2 und Orai3, als mögliche Kompensation des 
defekten Ca2+-Einstroms bei SCID-EDAM, konnte durch weitere Real-Time-
Experimente ausgeschlossen werden. Durch die Sequenzierung genomischer DNA 
eines weiteren SCID-Patienten (SCID-GRE) war es hier möglich eine neue Mutati-
on in  Exon1 von Orai1 aufzudecken. Bei diesem Patienten, welcher bereits 1994 
durch Partiseti et al. erstmals beschrieben wurde, kommt es zu einer Insertion von 
Adenin zwischen Position 257 und 258 der kodierenden Sequenz. Diese Mutation 
führt zu einem vorzeitigen Stopp-Codon und einem daraus folgenden verkürztem 
Protein, welchem alle vier transmembranen Domänen von Orai1 fehlen. Anders als 
bei den vorherigen SCID-EDAM-Patienten war in diesem Fall die Expression des 
mutierten Orai1 im Vergleich zu WT-Orai1 sowohl auf Protein-, als auch auf 
mRNA-Ebene geringer. Eine Sequenzanalyse der Geschwister von SCID-GRE für 
Orai1 erbrachte die WT-Sequenz. Bei einem bereits 1995 durch Le Deist et al. be-
schriebenen (SCID-5) und einem noch unveröffentlichten Patienten (SCID-4) konn-





Um die Rolle von Orai1 in vivo zu bewerten generierten McCarl et al. (2010) Orai1 
„knock-in“ Mäuse, welche die bei SCID-EDAM gefundene R91W Mutation tragen. 
In dieser Arbeit konnte die Präsenz von T- und B-Zellen, sowie anderer Zelltypen, 
mithilfe von Zelloberflächenmarkern durchflusszytometrisch charakterisiert werden. 
Besondere Aufmerksamkeit galt dabei jeglichen Anzeichen einer eingeschränkten 
Entwicklung dieser Zellarten sowie der Differenzierung in Gedächtnis-T-Zellen. In 
diesen Mäusen, die ein stark reduziertes Ca2+-Signal aufweisen, konnte eine un-
beeinträchtigte Entwicklung und Differenzierung von T- und B-Zellen beobachtet 
werden.  
Die Frage, auf welchen murinen und humanen Immunzellen Orai1 exprimiert wird, 
konnte mithilfe der Durchflusszytometrie beantwortet werden. Diese Analysen er-
folgten anhand intrazellulärer FACS-Färbungen von Orai1 (derzeit einzig verfügba-
rer Antikörper gegen Orai1) in Kombination mit Oberflächenmarkern für T-, B- und 
NK-Zellen sowie für weitere Immunzellen. Hierbei konnte eine deutliche Expression 
von Orai1 auf verschiedenen murinen und humanen Immunzellen, wie z.B. auf T- 
und B-Zellen sowie auf einigen ihrer Subpopulationen, beobachtet werden. Her-
vorzuheben ist eine im Vergleich zu allen anderen Immunzellen tendenziell gerin-
gere Orai1 Expression in murinen NK-Zellen und eine höhere Expression in Mast-
zellen.  
Experimente zur Orai1 Expression durch FACS-Analysen nach Zellstimulierung mit 
PMA und Ionomyzin in humanen und murinen T-Zellen lassen auf eine schwache 
Ca2+ abhängige Induktion von Orai1 in aktivierten T-Zellen schließen. Diese Hypo-
these wurde anhand Ca2+-defizienter Zellen von SCID-Patienten und STIM1 
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Antigen stimulation of immune cells causes depletion of Ca2+ stores in the       
endoplasmatic reticulum (ER) and subsequently activation of calcium-release-
activated calcium (CRAC) channels in the plasma membrane. CRAC channels are 
part of an important group of Ca2+ channels, also known as store-operated calcium 
channels (SOCC). Store-operated calcium entry (SOCE) is a mechanism of Ca2+ 
influx being indispensable for the complete activation of immune cells. The early 





and mast cells. Sustained Ca2+ signal is required for the activation of transcription 
factors like NFAT, NF-κB, MEF-2 and CREB which leads to cell differentiation, cell 
proliferation and apoptosis (Feske, S. 2007). Until recently the molecular identity of 
the CRAC channel and its activation has been unbeknown. In 2006 Feske et al. as 
well as investigators from other laboratories accomplished a genome-wide RNAi 
screen in drosophila cells which led to the discovery of the CRAC channel subunit 
Orai1 and the Ca2+ sensor STIM in the ER. Furthermore it could be demonstrated 
that a mutation in Orai1 is responsible for severe combined immunodeficiency in 
patients (SCID-EDAM) with failure in CRAC channel function (Feske, S. et al. 
2006). This mutation is described as an arginine to tryptophan amino acid          
exchange at position 91 (R91W) of the protein.  
Within this presented dissertation it can be illustrated by FACS experiments that 
there are no difference in Orai1 expression on protein level between these patients 
and wild type controls. Analyses on mRNA level by real-time PCR showed a possi-
ble nonsense mutation mediated mRNA degradation in these patients. A potential 
increased Orai2 and Orai3 expression, as a possible compensation of the defect 
Ca2+ influx in SCID-EDAM, could be excluded by further real-time PCR              
experiments. By sequencing genomic DNA within this thesis from a further patient 
with severe combined immunodeficiency (SCID-GRE) it was possible to detect a 
new mutation in exon1 of Orai1. The sequencing in this patient, who was described 
for the first time in 1994 by Partiseti et al., shows an insertion of adenine between 
position 257 and 258 of the coding sequence. This mutation causes a premature 
stop codon and resulting in an abbreviated protein lacking of all four transmem-
brane domains of Orai1. Unlike the previous SCID-EDAM patients the expression 
of the altered Orai1 compared to wild type Orai1 in this case was less on protein 
level as well as on mRNA level. Sequence analyses for Orai1 of the siblings of 
SCID-GRE presented the wild type sequence. Furthermore potential mutations in 
Orai1, Orai2 and Orai3 in a patient (SCID-5), described for the first time in 1995 by 
Le Deist et al., and in an unpublished patient (SCID-4) could be excluded.  
To evaluate the role of Orai1 in vivo McCarl et al. (2010) generated Orai1 knock-in 
mice carrying the R91W mutation found in SCID-EDAM. Within this thesis it was 
possible to characterize the presence of T and B lymphocytes as well as other cell 
types by fluorescence-activated cell sorting. In doing so, particular attention was 





differentiation in memory T cells. In these mice showing a strong reduced Ca2+  
signal, an unimpaired development and differentiation of T and B cells could be 
demonstrated.        
The question on which murine and human immune cells Orai1 is expressed could 
be answered by flow cytometry. These analyses were performed by intracellular 
FACS staining of Orai1 (currently only available antibody against Orai1) in        
combination with surface marker for T, B and natural killer cells as well as for     
further immune cells. Using this method a conspicuous expression of Orai1 on  
different murine and human immune cells like for example T and B cells as well as 
on several of their subpopulations could be observed. Particular attention is paid to 
potentially less expression of Orai1 on murine natural killer cells and a higher    
expression on mast cells in comparison to all other immune cells.   
Experiments for expression of Orai1 by FACS analyses after cell stimulation with 
PMA and ionomycin in human and murine T cells suggest a low Ca2+ dependent 
induction of Orai1 in activated T cells. This hypothesis was confirmed by Ca2+     









1. Asherson, G. L., Davey, M. J. und Goodford, P. J. (1970). Increased uptake of 
calcium by human lymphocytes treated with phytohaemagglutinin. J Physiol, 
206:32-33 
2. Arase, H., Saito, T., Phillips, J. H. und Lanier, L. L. (2001a). Cutting edge: the 
mouse NK cell-associated antigen recognized by DX5 monoclonal antibody is 
CD49b (alpha 2 integrin, very late antigen-2). J Immunol, 167(3):1141-1144 
3. Arnaiz-Villena, A., Timon, M., Corell, A., Perez-Aciego, P., Martin-Villa, J. M. 
und Regueiro, J. R. (1992a). Brief report: primary immunodeficiency caused by 
mutations in the gene encoding the CD3-gamma subunit of the T-lymphocyte 
receptor. N Engl J Med, 327(8):529-33 
4. Bustin, S. A. (2002). Quantification of mRNA using real-time reverse transcrip-
tion PCR (RT-PCR): trends and problems. J Mol Endocrinol, 29(1):23-39 
5. Buckley, R. H. (2004a). Molecular defects in human severe combined immu-
nodeficiency and approaches to immune reconstitution. Annu Rev Immunol, 
22:625-655 
6. Bolotina, V. M. und Csutora, P. (2005). CIF and other mysteries of the store-
operated Ca2+-entry pathway. Trends Biochem Sci, 30(7):378-87 
7. Bhakta, N. R., Oh, D. Y. und Lewis, R. S. (2005a). Calcium oscillations regu-
late thymocyte motility during positive selection in the three-dimensional thymic 
environment. Nat Immunol, 6:143-151 
8. Bhakta, N. R. und Lewis, R. S. (2005b). Real-time measurement of signaling 
and motility during T cell development in the thymus. Semin Immunol, 
17(6):411-20 
9. Bendelac, A., Savage, P. B. und Teyton, L. (2007). The biology of NKT cells. 
Annu Rev Immunol, 25:297-336 
10. Chapman, G. V. (2000). Instrumentation for flow cytometry. J Immunol       
Methods, 243(1-2):3-12 
11. Clewley, J. P. und Arnold, C. (1997). MEGALIGN. The multiple alignment mod-





12. Carsetti, R., Köhler, G. und Lamers, M. C. (1995). Transitional B cells are the 
target of negative selection in the B cell compartment. J Exp Med, 181:2129-
2140 
13. Cupedo, T., Nagasawa, M., Weijer, K., Blom, B. und Spits, H. (2005a). Devel-
opment and activation of regulatory T cells in the human fetus. Eur J Immunol, 
35(2):383-390 
14. Courtois, G., Smahi, A., Reichenbach, J., Doffinger, R., Cancrini, C., Bonnet, 
M., Puel, A., Chable-Bessia, C., Yamaoka, S., Feinberg, J., Dupuis-Girod, S., 
Bodemer, C., Livadiotti, S., Novelli, F., Rossi, P., Fischer, A., Israel, A., Mun-
nich, A., Le Deist, F. und Casanova, J. L. (2003). A hypermorphic IkappaBa 
mutation is associated with autosomal dominant anhidrotic ectodermal dyspla-
sia and T cell immunodeficiency. J Clin Invest, 112:1108 
15. Delon, J., Bercovici, N., Liblau, R. und Trautmann, A. (1998a). Imaging antigen 
recognition by naive CD4+ T cells: compulsory cytoskeletal alterations for the 
triggering of an intracellular calcium response. Eur J Immunol, 28:716-729. 
16. Doffinger, R., Smahi, A., Bessia, C., Geissmann, F., Feinberg, J., Durandy, A., 
Bodemer, C., Kenwrick, S., Dupuis-Girod, S., Blanche, S., Wood, P., Rabia, S. 
H., Headon, D. J., Overbeek, P. A., Le Deist, F., Holland, S. M., Belani, K., 
Kumararatne, D. S., Fischer, A., Shapiro, R., Conley, M. E., Reimund, E., Kal-
hoff, H., Abinun, M., Munnich, A., Israel, A., Courtois, G. und Casanova, J. L. 
(2001). X-linked anhidrotic ectodermal dysplasia with immunodeficiency is 
caused by impaired NF-kappaB signaling. Nat Genet, 27:277 
17. Dadi, H. K., Simon, A. J. und Roifman, C. M. (2003). Effect of CD3delta defi-
ciency on maturation of alpha/beta and gamma/delta T-cell lineages in severe 
combined immunodeficiency. N Engl J Med, 349(19):1821-8 
18. Enyedy, E. J., Mitchell, J. P., Nambiar, M. P. und Tsokos, G. C. (2001a). De-
fective FcgammaRIIb1 signaling contributes to enhanced calcium response in 
B cells from patients with systemic lupus erythematosus. Clin Immunol, 101: 
130-5 
19. Fischer, A. (2001a). Primary immunodeficiency diseases: an experimental 
model for molecular medicine. Lancet, 357(9271):1863-9 
20. Feske, S., Muller J. M., Graf D., Kroczek R. A., Drager R., Niemeyer C., 





munodeficiency due to defective binding of the nuclear factor of activated T 
cells in T lymphocytes of two male siblings. Eur J Immunol, 26:2119-2126. 
21. Feske, S., Draeger, R., Peter, H. H., Eichmann, K. und Rao, A. (2000). The 
Duration of Nuclear Residence of NFAT Determines the Pattern of Cytokine 
Expression in human SCID T Cells. J Immunol, 165:297 
22. Feske, S., Giltnane, J., Dolmetsch, R., Staudt, L. und Rao, A. (2001). Gene 
regulation by calcium influx in T lymphocytes. Nature Immunology 2:316-324 
23. Feske, S., Okamura, H., Hogan, P. G. und Rao, A. (2003). Ca2+/calcineurin 
signalling in cells of the immune system. Biochem Biophys Res Commun, 311: 
1117-32 
24. Feske, S., Prakriya, M., Rao, A. und Lewis, R. S. (2005). A severe defect in 
CRAC Ca2+ channel activation and altered K+ channel gating in T cells from 
immunodeficient patients. J Exp Med, 202:651-62 
25. Feske, S., Gwack, Y., Prakriya, M., Srikanth, S., Puppel, S. H., Tanasa, B., 
Hogan, P. G., Lewis, R. S., Daly, M. und Rao, A. (2006). A mutation in Orai1 
causes immune deficiency by abrogating CRAC channel function. Nature, 
11:441 
26. Feske, S. (2007). Calcium signalling in lymphocyte activation and disease. Nat 
Rev Immunol., 7(9):690-702  
27. Givan Longobardi, A. (1992). Flow Cytometry – First Principles. Wiley-Liss, 
New York. 
28. Giblett, E. R., Anderson, J. E., Cohen, F., Pollara, B. und Meuwissen, H. J. 
(1972). Adenosine-deaminase deficiency in two patients with severely impaired 
cellular immunity. Lancet, 18;2(7786):1067-9  
29. Goldman, J. P., Blundell, M. P., Lopes, L., Kinnon, C., Di Santo, J. P. und 
Thrasher, A. J. (1998). Enhanced human cell engraftment in mice deficient in 
RAG2 and the common cytokine receptor gamma chain. Br J Haematol, 
103(2):335-42 
30. Glanzmann, E. und Riniker, P. (1950). Essential lymphocytophthisis; new clini-
cal aspect of infant pathology. Ann Paediatr, 175(1-2):1-32 
31. Gwack, Y., Sharma, S., Nardone, J., Tanasa, B., Iuga, A., Srikanth, S., Oka-
mura, H., Bolton, D., Hogan, P. G., Feske, S. und Rao, A. (2006). A genome-
wide Drosophila RNAi screen identifies DYRK-family kinases as regulators of 





32. Gwack, Y., Srikanth, S., Feske, S., Cruz-Guilloty, F., Oh-Hora, M., Neems, D. 
S., Hogan, P. G. und Rao, A. (2007a). Biochemical and functional characteri-
zation of Orai family proteins. J Biol Chem, 282(22):16232-43 
33. Gwack, Y., Feske, S., Srikanth, S., Hogan, P. G. und Rao, A. (2007b). Signal-
ling to transcription: Store-operated Ca(2+) entry and NFAT activation in lym-
phocytes. Cell Calcium, 42(2):145-56 
34. Hogan, P. G., Chen, L., Nardone, J. und Rao, A. (2003). Transcriptional regu-
lation by calcium, calcineurin, and NFAT. Genes Dev, 17:2205-32. 
35. Huggett, J., Dheda, K., Bustin, S. und Zumla, A. (2005). Real-time RT-PCR 
normalisation; strategies and considerations. Genes Immun, 6(4):279-84 
36. Hathcock, K. S., Hirano, H., Murakami, S. und Hodes, R. J. (1992a). CD45 ex-
pression by B cells. Expression of different CD45 isoforms by subpopulations 
of activated B cells. J Immunol, 149(7):2286-94 
37. Hoth, M. und Penner, R. (1992). Depletion of intracellular calcium stores acti-
vates a calcium current in mast cells. Nature, 355:353-61 
38. Jung, R., Soondrum, K. und Neumaier, M. (2000). Quantitative PCR. Clin 
Chem Lab Med, 38(9):833-6 
39. Janeway, C., Travers, P., Walport, M. und Shlomchik, M. (2005). Immunobiol-
ogy: The immune system in health and disease (6th edition). Garland Science 
Publishing, Churchill Livingstone, New York/London. 
40. Kurosaki, T., Maeda, A., Ishiai, M., Hashimoto, A., Inabe, K. und Takata, M. 
(2000a). Regulation of the phospholipase C-gamma2 pathway in B cells. Im-
munol Rev, 176:19-29 
41. Kung, C., Pingel, J. T., Heikinheimo, M., Klemola, T., Varkila, K., Yoo, L. I., 
Vuopala, K., Poyhonen, M., Uhari, M., Rogers, M., Speck, S. H., Chatila, T. 
und Thomas, M. L. (2000). Mutations in the tyrosine phosphatase CD45 gene 
in a child with severe combined immunodeficiency disease. Nat Med, 6(3):343-
5 
42. Laurent, J., Bosco, N., Marche, P. N. und Ceredig, R. (2004). New insights into 
the proliferation and differentiation of early mouse thymocytes. Int Immunol. 
16(8):1069-80 
43. Lewis, R. S. und Cahalan, M. D. (1989). Mitogen-induced oscillations of cyto-






44. Lewis, R. S. (2001a). Calcium signaling mechanisms in T lymphocytes. Annu 
Rev Immunol, 19:497-521 
45. Lewis, R. S. (2007). The molecular choreography of a store-operated calcium 
channel. Nature, 446(7133):284-7 
46. Liu, W. S. und Heckman, C. A. (1998a). The sevenfold way of PKC regulation. 
Cell Signal, 10(8):529-42 
47. Le Deist, F., Hivroz, C., Partiseti, M., Thomas, C., Buc, H. A., Oleastro, M., 
Belohradsky, B., Choquet, D. und Fischer, A. (1995a). A primary T-cell immu-
nodeficiency associated with defective transmembrane calcium influx. Blood, 
85:1053-62 
48. Liossis, S. N., Kovacs, B., Dennis, G., Kammer, G. M. und Tsokos, G. C. 
(1996). B cells from patients with systemic lupus erythematosus display ab-
normal antigen receptor-mediated early signal transduction events. J Clin In-
vest, 98:2549-57 
49. Liou, J., Kim, M. L., Heo, W. D., Jones, J. T., Myers, J. W., Ferrell Jr., J. E. und 
Meyer, T. (2005). STIM is a Ca2+ sensor essential for Ca2+-store-depletion-
triggered Ca2+ influx. Curr Biol, 15:1235-41 
50. Lucas, J. A., Miller, A. T., Atherly, L. O. und Berg, L. J. (2003a). The role of Tec 
family kinases in T cell development and function. Immunol Rev, 191:119-38 
51. Loder, F., Mutschler, B., Ray, R. J., Paige, C. J., Sideras, P., Torres, R., Lam-
ers, M. C. und Carsetti, R. (1999). B cell development in the spleen takes place 
in discrete steps and is determined by the quality of B cell receptor-derived sig-
nals. J Exp Med, 190:75-89 
52. Lis, A., Peinelt, C., Beck, A., Parvez, S., Monteilh-Zoller, M., Fleig, A. und Pen-
ner, R. (2007). CRACM1, CRACM2, and CRACM3 are store-operated Ca2+ 
channels with distinct functional properties. Curr Biol, 17(9):794-800 
53. Maquat, L. E. (2004). Nonsense-mediated mRNA decay: splicing, translation 
and mRNP dynamics. Nat Rev Mol Cell Biol, 5(2):89-99  
54. Macian, F. (2005). NFAT proteins: key regulators of T-cell development and 
function. Nat Rev Immunol, 5:472-84 
55. Mallo, M. (2006a). Controlled gene activation and inactivation in the mouse. 
Front Biosci,11:313-27 
56. McCarl, C.A., Picard, C., Khalil, S., Kawasaki, T., Röther, J., Papolos, A., 





M.H., Belohradsky, B.H., Kirschner, J., Rao, A., Fischer, A. und Feske, S. 
(2009). ORAI1 deficiency and lack of store-operated Ca2+ entry cause immu-
nodeficiency, myopathy, and ectodermal dysplasia. J Allergy Clin Immunol, 
124(6):1311-1318.e7. 
57. McCarl, C.A., Khalil, S., Ma, J., Oh-hora, M., Yamashita, M., Roether, J.,      
Kawasaki, T., Jairaman, A., Sasaki, Y., Prakriya, M. und Feske, S. (2010). 
Store-operated Ca2+ entry through ORAI1 is critical for T cell-mediated auto-
immunity and allograft rejection. J Immunol. [Epub ahead of print]. 
58. Moshous, D., Callebaut, I., de Chasseval, R., Corneo, B., Cavazzana-Calvo, 
M., Le Deist, F., Tezcan, I., Sanal, O., Bertrand, Y., Philippe, N., Fischer, A. 
und de Villartay, J. P. (2001). Artemis, a novel DNA double-strand break re-
pair/V(D)J recombination protein, is mutated in human severe combined im-
mune deficiency. Cell, 105(2):177-86. 
59. Mercer, J. C., Dehaven, W. I., Smyth, J. T., Wedel, B., Boyles, R. R., Bird, G. 
S. und Putney Jr., J. W. (2006). Large store-operated calcium selective cur-
rents due to co-expression of Orai1 or Orai2 with the intracellular calcium sen-
sor, Stim1. J Biol Chem, 281:24979-90. 
60. Morgan, A. J. und Jacob, R. (1994). Ionomycin enhances Ca2+ influx by stimu-
lating store-regulated cation entry and not by a direct action at the plasma 
membrane. Biochem J, 300 (Pt 3):665-72 
61. Marzio, R., Mauel, J. und Betz-Corradin, S. (1999). CD69 and regulation of the 
immune function. Immunopharmacol Immunotoxicol, 21(3):565-82 
62. Notarangelo, L., Casanova, J. L., Fischer, A., Puck, J., Rosen, F., Seger, R. 
und Geha, R. (2004). International Union of Immunological Societies Primary 
Immunodeficiency diseases classification committee. Primary immunodefi-
ciency diseases: an update. J Allergy Clin Immunol, 114:677-87 
63. Ng, S. Y., Gunning, P., Eddy, R., Ponte, P., Leavitt, J., Shows, T. und Kedes, 
L. (1985). Evolution of the functional human beta-actin gene and its multi-
pseudogene family: conservation of noncoding regions and chromosomal dis-
persion of pseudogenes. Mol Cell Biol, 5(10):2720-32 
64. Negulescu, P. A., Krasieva, T. B., Khan, A., Kerschbaum, H. H. und Cahalan, 






65. Noguchi, M., Yi, H., Rosenblatt, H. M., Filipovich, A. H., Adelstein, S., Modi, W. 
S., McBride, O. W. und Leonard, W. J. (1993a). Interleukin-2 receptor gamma 
chain mutation results in X-linked severe combined immunodeficiency in hu-
mans. Cell, 73(1):147-57  
66. Oh-hora, M., Yamashita, M., Hogan, P.G., Sharma, S., Lamperti, E., Chung, 
W., Prakriya, M., Feske, S. und Rao, A. (2008). Dual functions for the endo-
plasmic reticulum calcium sensors STIM1 and STIM2 in T cell activation and 
tolerance. Nat Immunol, 9(4):432-43 
67. Peter, H. H. (1991). Klinische Immunologie, Urban und Schwarzenberg, Mün-
chen-Wien-Baltimore, S.189. 
68. Pugh-Bernard, A. E. und Cambier, J. C. (2006). B cell receptor signaling in 
human systemic lupus erythematosus. Curr Opin Rheumatol, 18:451-55 
69. Puck, J. M., Deschenes, S. M., Porter, J. C., Dutra, A. S., Brown, C. J., Willard, 
H. F. und Henthorn, P. S. (1993a). The interleukin-2 receptor gamma chain 
maps to Xq13.1 and is mutated in X-linked severe combined immunodefi-
ciency, SCIDX1. Hum Mol Genet, 2(8):1099-104  
70. Pinheiro, M. und Freire-Maia, N. (1994). Ectodermal dysplasias: a clinical clas-
sification and a causal review. Am J Med Genet, 53:153 
71. Prakriya, M. und Lewis, R. S. (2001). Potentiation and inhibition of Ca(2+) re-
lease-activated Ca(2+) channels by 2-aminoethyldiphenyl borate (2-APB) oc-
curs independently of IP(3) receptors. J Physiol, 536:3-19 
72. Prakriya, M. und Lewis, R. S. (2003). CRAC channels: activation, permeation, 
and the search for a molecular identity. Cell Calcium, 33:311-21  
73. Prakriya, M., Feske, S., Gwack, Y., Srikanth, S., Rao, A. und Hogan, P. G. 
(2006a). Orai1 is an essential pore subunit of the CRAC channel. Nature, 
443:230-233 
74. Partiseti, M., Le Deist, F., Hivroz, C., Fischer, A., Korn, H. und Choquet, D. 
(1994a). The calcium current activated by T cell receptor and store depletion in 
human lymphocytes is absent in a primary immunodeficiency. J Biol Chem, 
269:32327-35 
75. Parekh, A. B. und Putney Jr., J. W. (2005). Store-operated calcium channels. 





76. Puel, A., Ziegler, S. F., Buckley, R. H. und Leonard, W. J. (1998a). Defective 
IL7R expression in T(-)B(+)NK(+) severe combined immunodeficiency. Nat 
Genet, 20(4):394-7 
77. Roos, J., DiGregorio, P. J., Yeromin, A. V., Ohlsen, K., Lioudyno, M., Zhang, 
S., Safrina, O., Kozak, J. A., Wagner, S. L., Cahalan, M. D., Velicelebi, G. und 
Stauderman, K. A. (2005). STIM1, an essential and conserved component of 
store-operated Ca2+ channel function. J Cell Biol, 169:435-45 
78. Russell, S. M., Tayebi, N., Nakajima, H., Riedy, M. C., Roberts, J. L., Aman, M. 
J., Migone, T. S., Noguchi, M., Markert, M. L., Buckley, R. H., O'Shea, J. J. und  
Leonard, W. J. (1995a). Mutation of Jak3 in a patient with SCID: essential role 
of Jak3 in lymphoid development. Science, 270(5237):797-800 
79. Shore, S. W. (1970). Ectodermal dysplasia: a case report. ASDC J Dent Child, 
37:254 
80. Sia, C. (2004a). Autoimmune diabetes: ongoing development of immunological 
intervention strategies targeted directly against autoreactive T cells. Rev Dia-
bet Stud, 1(1):9-17 
81. Soudais, C., de Villartay, J. P., Le Deist, F., Fischer, A. und Lisowska-
Grospierre, B. (1993a). Independent mutations of the human CD3-epsilon 
gene resulting in a T cell receptor/CD3 complex immunodeficiency. Nat Genet, 
3(1):77-81 
82. Schwarz, K., Gauss, G. H., Ludwig, L., Pannicke, U., Li, Z., Lindner, D., 
Friedrich, W., Seger, R. A., Hansen-Hagge, T. E., Desiderio, S., Lieber, M. R. 
und Bartram, C. R. (1996a). RAG mutations in human B cell-negative SCID 
Science, 274(5284):97-9 
83. Sospedra, M. und Martin, R. (2005a). Immunology of multiple sclerosis. Annu 
Rev Immunol, 23:683-747  
84. Smart, Y. C., Stevenson, K. L., Thorne, R. F., Thomas, W. D., Hsu, L. H. und 
Burton, R. C. (1989a). Expression of natural killer (NK) cell-specific alloanti-
gens on a mouse NK-like cell line. Immunol Cell Biol, 67(Pt 4):239-42 
85. Sakaguchi, N., Takahashi, T., Hata, H., Nomura, T., Tagami, T., Yamazaki, S., 
Sakihama, T., Matsutani, T., Negishi, I., Nakatsuru, S. und Sakaguchi, S. 
(2003). Altered thymic T-cell selection due to a mutation of the ZAP-70 gene 





86. Sack, U., Tárnok, A. und Rothe, G. (2007). Zelluläre Diagnostik. Grundlagen, 
Methoden und klinische Anwendungen der Durchflusszytometrie. Basel, Kar-
ger, Seiten 27–70 
87. Takahama, Y. (2006). Journey through the thymus: stromal guides for T-cell 
development and selection. Nat Rev Immunol, 6(2):127-35 
88. Takagi, M., Nishioka, M., Kakihara, H., Kitabayashi, M., Inoue, H., Kawakami, 
B., Oka, M. und Imanaka, T. (1997a). Characterization of DNA polymerase 
from Pyrococcus sp. strain KOD1 and its application to PCR. Appl Environ Mi-
crobiol, 63(11):4504-10 
89. Tsubata, T. und Wienands, J. (2001a). B cell signaling. Introduction. Int Rev 
Immunol, 20(6):675-8 
90. Vierucci, S., Baccetti, T. und Tollaro, I. (1994). Dental and craniofacial findings 
in hypohidrotic ectodermal dysplasia during the primary dentition phase. J Clin 
Pediatr Dent, 18:291 
91. VanderBorght, A., Geusens, P., Raus, J. und Stinissen, P. (2001). The auto-
immune pathogenesis of rheumatoid arthritis: role of autoreactive T cells and 
new immunotherapies. Semin Arthritis Rheum, 31(3):160-75 
92. von Boehmer, H. und Fehling, H. J. (1997a) Structure and function of the pre-T 
cell receptor. Annu Rev Immunol,15:433-52 
93. Vig, M., Peinelt, C., Beck, A., Koomoa, D. L., Rabah, D., Koblan-Huberson, M., 
Kraft, S., Turner, H., Fleig, A., Penner, R. und Kinet, J. P. (2006a). CRACM1 is 
a plasma membrane protein essential for store-operated Ca2+ entry. Science, 
312:1220-3. 
94. Vig, M., Beck, A., Billingsley, J. M., Lis, A., Parvez, S., Peinelt, C., Koomoa, D. 
L., Soboloff, J., Gill, D. L., Fleig, A., Kinet, J. P. und Penner, R. (2006b). 
CRACM1 multimers form the ion-selective pore of the CRAC channel. Curr 
Biol, 16(20):2073-9  
95. van Leeuwen, J. E. und Samelson, L. E. (1999a). T cell antigen-receptor signal 
transduction. Curr Opin Immunol, 11:242-8 
96. Weiss, A., Imboden, J., Shoback, D. und Stobo, J. (1984). Role of T3 surface 
molecules in human T-cell activation: T3-dependent activation results in an in-





97. Wissenbach, U., Philipp, S. E., Gross, S. A., Cavalie, A. und Flockerzi, V. 
(2007a). Primary structure, chromosomal localization and expression in im-
mune cells of the murine ORAI and STIM genes. Cell Calcium, 42(4-5):439-46 
98. Whitfield, J. F., Perris, A. D. und Youdale, T. (1968). The role of calcium in the 
mitotic stimulation of rat thymocytes by detergents, agmatine and poly-L-lysine. 
Exp Cell Res, 53:155-65 
99. Yeromin, A. V., Zhang, S. L., Jiang, W., Yu, Y., Safrina, O., Cahalan, M. D. 
(2006). Molecular identification of the CRAC channel by altered ion selectivity 
in a mutant of Orai. Nature, 14;443(7108):226-9 
100. Zweifach, A. und Lewis, R. S. (1993). Mitogen-regulated Ca2+ current of T 
lymphocytes is activated by depletion of intracellular Ca2+ stores. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 90:6295-9 
101. Zhang, S. L., Yu, Y., Roos, J., Kozak, J. A., Deerinck, T. J., Ellisman, M. H., 
Stauderman, K. A. und Cahalan, M. D. (2005a). STIM1 is a Ca2+ sensor that 
activates CRAC channels and migrates from the Ca2+ store to the plasma 
membrane. Nature, 437:902-5 
102. Zhang, S. L., Yeromin, A. V., Zhang, X. H., Yu, Y., Safrina, O., Penna, A., 
Roos, J., Stauderman, K. A. und Cahalan, M. D. (2006). Genome-wide RNAi 
screen of Ca2+ influx identifies genes that regulate Ca2+ release-activated 
Ca2+ channel activity. Proc Natl Acad Sci U S A, 103:9357-62 
103. Zonana, J. (1993a). Hypohidrotic (anhidrotic) ectodermal dysplasia: molecu-











Anhang1: Ca2+-Signalwege und Funktionen in den für diese Arbeit wichtigen Immunzellen (zu 1.1.2) 
Tabellarische Darstellung der bedeutendsten Ca2+-Siganlwege in den für diese Arbeit wichtigen Immunzel-
len. BCR: B-cell receptor; cADPR: cyclic ADP ribose; CRAC: calcium-release-activated calcium; CVID: 
common variable immunodeficiency; FcεR: Fc receptor for IgE; FcγR: Fc receptor for IgG; GRB2, growth-
factor-receptor-bound protein 2; IK1: intermediate conductance calcium-activated potassium channel 1; 
InsP3R: inositol-1,4,5-triphosphate receptor; Kv1.3: voltage-gated potassium channel Kv1.3; NKG2D: natu-
ral-killer group 2, member D; NKRP1: NK-cell receptor protein 1; PLC: phospholipase C; RYR3: ryanodine 
receptor 3; SCID: severe combined immunodeficiency; SPHK1: sphingosine kinase 1; STIM1: stromal 
interaction molecule 1; TCR: T-cell receptor; TRPC: transient receptor potential cation channel, subfamily 





zytolytische Aktivität als Antwort auf dieFcγRIIIA (CD16)→PLCγ2→InsP3R→CRAC-KanalNK-Zellen








B-Zell-Aktivierung, B-Zell-Reifung; XLA, CVID,BCR→PLCγ2→InsP3R→STIM1→CRAC-KanalB-Zellen
CD38
L-type spannungsgesteuerte Ca2+ Kanäle
-Differenzierung; SCID, AutoimmunitätATP→P2x und P3Y Rezeptoren
Synapse, Zytotoxizität, T-Zell-Entwicklung undTCR→cADPR→RYR3→CRAC-Kanal
Motilität, Formation der immunologischenChemokin-Rezeptor→PLCβ→InsP3R→CRAC-KanalT-Zellen und NK-T-Zellen
T-Zell-Aktivierung, Anergie, Genexpression,TCR→PLCγ1→InsP3R→STIM1→CRAC-Kanal (Orai1)T-Zellen, regulatorische





Art des Immundefektes Beispiele assoziierte Merkmale Vererbung genetische Defekte
T- und B-Zell Уc (common gamma chain)  stark verminderte NK Zellen X-chromosomal Mutationen in У chain von IL-2,
Immundefizienzen deficicncy IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21
Rezeptoren
X-linked-hyper-IgM syndrome Neutropenie, Thrombozytopenie, X-chromosomal Mutationen in CD40-Liganden-Gen,
hämolytische Anämie, oppor- defekter Signalweg in B-Zellen und
tunistische Infektionen dendritischen Zellen
Predominante Antikörper X-linked agammaglobulinemia schwere bakterielle X-chromosomal Mutationen in der
Defizienzen Infektionen Bruton Tyrosinkinase (BTK)
Weitere klar definierte Wiskott-Aldrich syndrome Thrombozytopenie, kleine defekte X-chromosomal Mutationen im WASP-Gen (Wis-,
Immundefizienz-Syndrome Thrombozyten, Ekzeme, Lymphome, kott-Aldrich syndrome protein)
autoimmune Erkrankungen
DiGeorge anomaly Hypoparathyroidismus, konotrunkale De novo Defekt in 90% zusammenhängender Gen-
Malformationen oder autosomal defekt, beeinträchtigte Thymus-
dominant entwicklung
Erkrankungen der immunen Chediak Higashi syndrome partieller Albinismus, Akute-Phase- autosomal LYST: beeinträchtigtes
Fehlregulation Reaktion, geringe NK-Zellen und CTL- rezessiv "lysosomales trafficking"
Aktivität
Kongenitale Defekte der Severe congenital neutropenias Myelodysplasie autosomal ELA2: "Mistrafficking" von 
Phagozyten-Anzahl oder Kostmann rezessiv Elastase
Funktion
Defekte des angeborenen IL-1 receptor associated bakterielle Infektionen autosomal IRAK4
Immunsystems kinase 4 (IRAK4) deficiency rezessiv
Autoinflammatorische Hyper-IgD-syndrome periodisches Fieber und Leukozytose autosomal MVK
Fehlsteuerungen mit hohen IgD-Lvels rezessiv








Anhang2: Primäre Immundefektsyndrome (zu 1.2.1) 
Tabellarische Darstellung der Einteilung Primärer Immundefektsyndrome mit Beispielen. Modifiziert nach 
dem International Union of Immunological Societies Primary Immunodeficiency diseases classification 
committee von 2003 
Anhang3: Sektion einer Maus (zu 2.2) 





























Anhang4: „Fluorescence-activated cell sorter“ (zu 2.6.1) 
Schematischer Aufbau des „fluorescence-activated cell sorter“ vom Typ FACSCalibur der Firma Becton 
Dickinson (San Jose, CA, USA) (Becton Dickinson) 
Anhang5: RTQ-PCR für ARP3β (zu 2.7.9) 
Auswertung einer RTQ-PCR für  ARP3β in SCID-EDAM1+2 sowie drei WT-Kontrollen. Das Housekee-
ping-Gen ARP3β wird in humanen SCID-EDAM- und Kontroll-T-Zellen gleichermaßen exprimiert. a) zeigt 
exemplarisch den Verlauf einer RTQ-PCR für das Housekeeping-ARP3β in humanen SCID- und Kon-
troll-T-Zellen, b) exemplarische 1. Ableitung einer Schmelzkurvenanalyse für ARP3β für humane SCID- 
























Anhang6: Agarose-Gelekrophorese (zu 2.7.3 und 3.1.2) 
Beispiel-Aufnahme einer Agarose-Gelelektrophorse unter einer UV-Lampe nach erfolgter PCR. Die 
zugrunde liegende PCR wurde für den Zweck der Sequenzierung von SCID-GRE und seinen Geschwis-
tern für Orai1 ex1 durchgeführt. Das Amplikon war 811bp groß  
Anhang7: pCR®2.1-TOPO® Vektor (zu 2.7.4) 
Schematische Darstellung des pCR®2.1 TOPO Vektors mit einer Größe von 3.9kb der Firma Invitrogen, 



















































Anhang8: Agarose-Gelelekrophorese nach Restriktionsanalyse (zu 2.7.5 und 3.1.2) 
Beispiel-Aufnahme einer Agarose-Gelelektrophorse unter einer UV-Lampe nach erfolgter Restriktions-
analyse von Plasmid-DNA durch EcoR1. Die hier dargestellte Plasmid DNA war von SCID-GRE und 
seinem Bruder. Das DNA-Insert hatte eine Größe von 811bp, der TOPO TA Vektor war 3,9kb groß. Die 










TOPO TA Vektor  
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